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RESUMO

Silva, Bruno Ricardo Soares Alberigi. Avaliacdo Clinica e Eficacia da Associacdo de
Moxidectina de Liberacdo Lenta e Doxiciclina no Tratamento de Cé&es Naturalmente
Infectados com Dirofilaria immitis (Leidy, 1856). 2019. 110f. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Ciéncias clinicas). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 20109.

Cées infectados com Dirofilaria immitis sdo propensos a desenvolver sinais clinicos graves
que comprometem seu bem-estar podendo leva-los ao Obito. As lesdes mais graves e
frequentes sdo pulmonares, que evoluem e agravam com o tempo, influenciando
negativamente a funcdo cardiaca. Em funcdo da doenca que pode se desenvolver devido a
infeccdo, o tratamento deve ser concentrado na eliminagdo dos parasitos 0 mais rapidamente
possivel e com o minimo de efeitos colaterais. Como essa infec¢do canina é frequente no
Brasil e 0 medicamento padrdo para seu tratamento ndo é registrado no Pais, o tratamento
adulticida s6 pode ser realizado com estratégias alternativas como, por exemplo, 0 uso de
doxiciclina associada a lactonas macrociclicas. Entretanto, dentre as preocupa¢Ges com essa
terapia estdo a possivel selecdo de populagdes resistentes as lactonas macrociclicas e o tempo
necessario que para alcancar cura parasitolégica. Sendo assim objetivou-se avaliar a
seguranca e a eficacia adulticida da utilizacdo semestral de moxidectina de liberacdo lenta
associada a ciclos de doxiciclina por 30 dias. Apds consentimento dos tutores, 17 cdes que
tiveram a infeccdo natural confirmada pela antigenemia especifica receberam 0,5mg/kg de
moxidectina de liberacdo lenta por via subcutdnea e administracdo oral de doxiciclina
(10mg/kg BID) por 30 dias. A terapia instituida era repetida a cada seis meses até que o céo
fosse considerado livre de infecgdo ao apresentar um segundo resultado de pesquisa de
antigenos negativo seis meses depois do primeiro. Exames de sangue foram realizados para
avaliar a seguranca do tratamento e exames radiografico de térax, ecodopplercardiografico e
fisico foram realizados para monitorar as lesdes. O numero de fémeas (53%) foi semelhante
ao numero de machos (47%), os animais ganharam peso durante o estudo e as variaveis
hematoldgicas e bioguimicas séricas se mantiveram dentro dos valores de referéncia para a
espécie. No dia 0 a maioria dos animais (15) era microfilarémica e no dia 150 todos os
animais apresentavam-se amicrofilaremicos. No dia +180 a maioria dos cdes soroconverteu
(58,8%) e 29,4% dos que ndo tinham soroconvertido, o fizeram no dia +360. Dois cées,
apesar de terem se tornado amicrofilarémicos, ndo soroconverteram até o dia +360 de
tratamento. Os exames realizados demonstraram que independentemente do tempo
transcorrido entre o inicio do tratamento e a soroconversdo ndao houve agravamento das
condices clinicas dos animais. Conclui-se que o tratamento da associacdo de moxidectina de
liberacdo lenta e doxiciclina é uma alternativa no tratamento de cdes com dirofilariose em
paises onde o tratamento adulticida ndo esta disponivel.

Palavras chaves: Lactonas macrociclicas, tetraciclina, dirofilariose
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ABSTRACT

Silva, Bruno Ricardo Soares Alberigi. Clinical Evaluation and Effectiveness of the Slow
Release Moxidectin and Doxycycline Association in the Treatment of Naturally Infected
Dogs with Dirofilaria immitis (Leidy, 1856). 2019. 110p. Thesis (Doctorate in Sciences,
Clinical Sciences). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019

Dirofilaria immitis infected dogs may develop severe symptoms which compromise their life
quality and can even cause death. Pulmonary lesions tend to aggravate over time and are the
most severe and frequent lesions observed during the course of the disease. Once the
pulmonary lesions are present they impact on the cardiac function negatively. Considering
that the disease can threat the animal’s life, the treatment must eliminate the parasites as fast
as possible and with the least side effects. Since this canine infection is frequent in Brazil and
that the standard medication is not registered for use in the Country, adulticidal treatment can
only be achieved implementing alternative strategies such as the use of doxycycline and
macrocyclic lactones. However, among the drawbacks of this kind of therapy are the potential
for the selection of macrocyclic lactones resistant D. immitis populations and the time spam to
achieve the elimination of the worms that can worst the existing lesions or initiate new ones.
Therefore, the aim of this study was to evaluate safety and efficacy of the biannual treatment
with slow release moxidectin associated with 30 days cycles of doxycycline. After the
owner’s consent 17 dogs naturally infected as confirmed by the presence of specific antigens
in their blood samples received an injection of slow release moxidectin (0.5mg/kg) and the
started oral administration of doxycycline (10mg/kg BID) for 30 days. This therapy was
repeated every six months until the dog presented two negative antigen test results six months
apart. Blood work was performed to evaluate the safety of the treatment and chest x-rays,
Doppler echocardiography and physical examinations were performed to monitor the lesions.
The number of females (53%) was similar to the number of males (47%), the animals gained
weight and the blood work showed results within the reference range for the species. On day 0
the majority of the animals (15/17) were microfilaremic and on day +150 all had become
amicrofilaremic. On day +180 most dogs had seroconverted (58.8%) and on day +360 other
29.4%. All dogs that were seronegative on day 180 confirmed the serologic status on day
+360 and were considered free of the infection. Two dogs, although being amicorfilaremic on
day +150, did not seroconvert on day +360. All the exams showed that despite the time spent
from the beginning of treatment to seroconversion, no worsening of the dog’s clinical
conditions could be detected. Therefore, according to the results observed herein it can be said
that the treatment of canine heartworm using moxidectin and doxycycline was safe and
efficacious and that it is an alternative in countries where the standard adulticidal treatment in
unavailable.

Keywords: Macrocyclic Lactone, Tetracyclin, Dirofilariasis
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Figura 12. Imagem radiografica de torax, na posi¢do ventrodorsal, evidenciando aumento do
calibre da artéria pulmonar caudal (seta azul), quando comparada com o didmetro da nona
costela (seta amarela). Fonte: Ana Carolina Mota (IEMEV). .......c..cccoiveiiiieieece e 23

Figura 13. Imagem radiografica de cdo na posicdo lateral direita, com divisdo em quadrantes.
Fonte: Ana Carolina Mota (IEMEV-RJ). ..o 24

Figura 14. Imagem ecocardiografica corte transverso da base, realizado a partir da janela
paraestenal longitudinal modificado evidenciado presenca de linhas paralelas hiperecoicas
(seta branca), medindo cerca de 1,3mm de didmetro no ramo direito da artéria pulmonar.
FONtE: ArQUIVO PESSO@L.......ecuiiiiiiiiecie ettt et te e sreeteaneenraeee s 24

Figura 15. A - Imagem ecocardiogréafica obtida pelo corte apical quatro cdmaras modificado,
evidenciando A- mensuragdo da alteracdo da area fracionaria do ventriculo direito (tracejado
verde); B - Imagem ecocardiografica em modo-M para a determinacdo da excursdo sistolica
do plano anular tricuspideo. Fonte: Arquivo PeSS0al ...........cccovvieririiiiiieine e 26

Figura 16. A) Imagem ecodopplercardiografica do fluxo transtricuspide e B) Imagem
ecodopplercardiografica da analise com Doppler tecidual pulsado para avaliacdo da funcao
ventricular direita. S: velocidade de excursao sistélica do miocérdio, E: pico de velocidade
diastdlica tardia. Fonte: Arquivo PESS0al .........c.ccveieiiiiicie e 27

Figura 17A. Imagem ecocardiografica obtida pelo corte apical quatro camaras, permitindo a
identificacio de insuficiéncia da valva tricispide (seta verde); B- Imagem
ecodopplercardiograma do estudo por meio do Doppler continuo, evidenciado a pressao
sistdlica arte arterial pulmonar estimada (PSAP=63.3mmHg). Fonte: arquivo pessoal. ......... 27

Figura 18. indice de distensibilidade da artéria pulmonar (IDAP) para no modo-M Para
AVALIGAOD T8 PrESSED . .ottt bbbttt bbb 28

Figura 19. Gréficos evidenciando a comparacao entre as medias dos valores de eosinofios (A)
e plaquetas (B) ao longo dos tratamento, pelo teste de Friedman. .........cccccccevvveveiieieecieennenn, 30

Figura 20. Dispersdo do peso corporal de cées naturalmente infectados por Dirofilaria immitis
submetidos ao tratamento com moxidectina de liberacdo lenta associada a doxiciclina no dia 0
€ A0 TINAL tratAMENTO. .....eeeeeeciee et et ere e te et neenreenneenee e 31

Figura 21. Box Splot das médias, desvios-padrdo, minimo e m&ximo da concentracdo de
microfilarias por em amostras sanguineas de cdes naturalmente infectados por Dirofilaria
immitis submetidos ao tratamento com moxidectina de liberacdo lenta associada a doxiciclina
coletadas nos dias 0 (D0) e 30 (D30).logl0microfilaria/mL ..........cccccuveniiicniieniennenn. 32

Figura 22. Imagem ecocardiografica em modo bidimensional, evidenciando presenca de
estruturas lineares hiperecodicas, no interior da artéria pulmonar, em corte longitudinal,
indicativo de presenca de parasitos de Dirofilaria immitis, em cdo naturalmente infectado
antes de receber o tratamento. Fonte: Arquivo Pessoal...........ccccoovviiiiiiciiniiec e 33

Figura 23 Imagem radiografica de torax, na projecdo ventrodorsal (VD) evidenciando
aumento de artéria pulmonar caudal (seta amarela) e aumento moderado de tronco pulmonar
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(circulo amarelo) em cdo naturalmente infectado por Diroflaria immitis, antes do tratamento
(Dia 0). Fonte Arquivo PSSOl ..........cccciviiiiieii et 34

Figura 24 Imagem radiogréfica de térax na projecdo latero-lateral esquerda, evidenciado
discreto padrdo micronodular (seta amarela) e grave densificacdo difusa do parénquima
pulmonar (seta branca) em cdo naturalmente infectado por Dirofilaria immitis, antes do
tratamento. Fonte: Arquivo PESSOQL. .........c.coviiiiiiiicc e 35

Figura 25. Imagem radiografica de tdérax, na projecdo ventrodorsal (VD) evidenciando
aumento atrioventricular direito moderado (seta amarela), em cdo naturalmente infectado por
Diroflaria immitis aos 180 dias de tratamento. Fonte: Arquivo Pessoal.............ccccccceviveiieennnne 37

Figura 26. Imagem ecocardiografica do estudo por meio do Doppler continuo, evidenciado a
pressdo sistolica arterial pulmonar estimada (PSAP=63.3mmHg). Fonte: Arquivo Pessoal ...37
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Micrometros
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Enzyme-linked immunosorbent assay

Fractional area change ou variacdo fracional de area
Teste de Friedman

Gravidade
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Hipertensao arterial pulmonar

Insuficiéncia cardiaca congestiva

indice de distensibilidade da artéria pulmonar
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Modo unidimensional
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doppler tecidual
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Presséo arterial pulmonar
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INTRODUCAO

Os habitats principais de Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) Raillet e Henry, 1911, sdo
artérias pulmonares e ventriculo direito de canideos. Adultos se multiplicam por reproducao
sexuada, liberando microfilarias na circulacdo. Esses helmintos albergam bactérias
intracelulares do género Wolbachia e sédo dependentes desses endossimbiontes para manter
suas fungdes basicas como reproducdo e mudangas dos estadios larvais. Antibioticos do grupo
das tetraciclinas agem sobre essas bactérias e apresentam efeito negativo sobre os filarideos.

Os sinais clinicos da dirofilariose canina sdo variaveis, indo desde ausentes até
quadros graves incluindo caquexia, ascite, dispneia e intolerancia total ao exercicio e morte, em
decorréncia de insuficiéncia cardiaca congestiva direita. O histdrico clinico pode revelar perda
de peso, diminuicdo da tolerancia ao exercicio, letargia, tosse, dispneia, sincope e distensao
abdominal. As alteracGes mais observadas sdo intolerancia ao exercicio, tosse improdutiva e
perda de apetite. Ao exame fisico podem ser detectados sopro por insuficiéncia valvar,
distensdo e pulso da veia jugular e ascite. Cdes com acometimento do parénquima pulmonar
podem apresentar tosse, dispneia, cianose e crepitacdo a ausculta pulmonar. Nos casos de
tromboembolismo pulmonar pode ocorrer febre e hemoptise. As alteragdes endoteliais,
parenquimatosas e a propria presenca dos parasitos adultos na artéria pulmonar geram
aumento progressivo da pds-carga, com hipertensdo pulmonar e remodelamento das cdmaras
cardiacas direitas, seja por hipertrofia ou dilatacdo dependendo da carga parasitaria e tempo
de evolucdo. As alteracBes inflamatérias do intersticio pulmonar, principalmente
perivasculares, desencadeadas pela endoarterite, sofrem agravamento pela liberacdo de
antigenos dos endossimbiontes do género Wolbachia

A ecocardiografia pode revelar a presenca de helmintos nas cdmaras cardiacas ou
artérias pulmonares dos hospedeiros infectados devendo ser utilizada para avaliacdo da funcéo
cardiaca e da hipertensdo pulmonar.

As radiografias toréacicas fornecem informagdes quanto a gravidade de: i)
proeminéncia da artéria pulmonar principal, ii) aumento das artérias pulmonares lobares, iii)
aumento ou padrdo anormal das artérias pulmonares periféricas, além de alteracGes
pulmonares, alveolares e intersticiais, € aumento ventricular direito.

O tratamento das infeccBes por D. immitis recomendado inclui produtos & base de
dicloridrato de melarsomina, indisponivel no mercado brasileiro. Assim, o tratamento
adulticida sé pode ser realizado com doxiciclina associada ao uso de lactonas macrociclicas
(ivermectina ou milbemicina oxima ou moxidectina ou selamectina). Com este tratamento
alternativo, ao se obter dois resultados de pesquisa de antigenos negativos com intervalo de 6
meses, pode-se considerar o animal livre da infeccdo.

Infecgdes caninas por D. immitis sdo frequentes no territorio brasileiro e, embora haja
produtos para prevencdo da infeccdo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), ndo ha produtos registrados para tratamento da infecgéo ja instalada.
Para que se possa tratar os cdes infectados faz-se necessario desenvolver estratégias
terapéuticas alternativas com base no conhecimento cientifico. A literatura apresenta que a
associacdo de moxidectina topica mensal (10 imidacloprida+2,5% moxidectina) com
doxiciclina mostrou resultados satisfatorios. A utilizacdo dessa associacdo baseia-se no fato
de a doxiciclina fragilizar os helmintos adultos pela redugdo populacional de seus
endossimbiontes (Wolbachia spp), facilitando a acdo da lactona macrociclica, além de a
concentracdo plasmatica de moxidectina elevar-se pela administracdo continuada, mantendo-
se na concentracdo maxima apos a quarta dose. Entretanto, dentre as preocupagdes com a
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terapia alternativa, estdo a possivel selecdo de populacbes resistentes dos helmintos as
lactonas macrociclicas e o longo tempo necessario que demandam para alcancar cura
parasitoldgica.

Esse tempo € considerado longo o suficiente para que as lesdes causadas pela infeccdo
progridam e agravem a doenca. Assim, objetivou-se com o estudo avaliar se 0 uso de
moxidectina de liberacédo lenta por via subcutanea semestral associado a doxiciclina foi eficaz
como tratamento adulticida da parasitose em cées naturalmente infectados por D. immitis



1 REVISAO DE LITARATURA

1.1 Agentes Etiologicos da Dirofilariose

Os agentes etiologicos da dirofilariose sdo nematoides da espécie Dirofilaria immitis
(LEIDY, 1856) e seus endossimbiontes, bactérias da familia Ehrlichiaceae, género Wolbachia
(BANDI et al., 2001; HISE et al., 2004; SIMON et al., 2007). Os endossimbiontes se
concentram nas cordas hipodérmicas longitudinais tanto de larvas quanto de formas adultas e
no trato reprodutivo das fémeas. Essas bactérias sdo indispensaveis para que 0s especimes de
D. immitis mantenham suas funcdes vitais e reprodutivas em funcionamento normal. A
colonizagdo das oogénias e dos odcitos por Wolbachia sp. garante a colonizac¢do de embriGes
e, dessa forma, todos os espécimes de D. immitis j& sejam concebidos com sua carga de
endossimbiontes (BANDI et al., 2001).

1.1.1 Dirofilaria immitis
Classificacdo sistematica segundo Smythe et al. (2006):

Reino Animalia
Filo Nematoda
Classe Secernentea
Ordem Spirurida
Superfamilia Filarioidea (Weiland, 1858) Stiles 1907
Familia Onchocercidae (Leiper, 1911)
Subfamilia Dirofilariianae Sandground, 1921
Género Dirofilaria Railliet & Henry, 1911
Espécie Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) Raillet & Henry, 1911

Dirofilaria immitis € um nematdide transmitidos por culicideos, cujo habitat principal
sdo as artérias pulmonares e as camaras cardiacas direitas de canideos (KAZACOS;
EDBERG, 1979; NIELSEN, 1983; MULLEY; STARR, 1984; GARCIA; VOIGHT, 1989;
PHILLIPS; SCHECK, 1991; GORTAZAR et al., 1994).

Os adultos apresentam dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores que 0s machos,
podendo medir mais de 30 cm de comprimento e os machos 20 cm em média (LOK, 1988).
As formas imaturas encontradas na circulagdo sanguinea dos cdes infectados sdo larvas de
primeiro estadio (microfilarias) que apresentam as seguintes caracteristicas morfoldgicas ao
exame de Knott modificado por Newton e Wright (1956): comprimento 301,77+6,29 pm;
largura 6,3+0,26 um; extremidade cefélica ovalada e extremidade caudal reta (Figura 1)
(LOK, 1988; BOWMAN; LYNN, 1999).



50 ym

Figura 1. Microfilaria de Dirofilaria immitis. A- Extremidade cefélica; B- Extremidade
caudal. Técnica de Knott modificada (Newton e Wright, 1956). Fonte: Celeste Souza —
Laboratério de Imunomodulagdo e Protozoologia Fundagcdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ-RJ.

1.1.2 Wolbachia sp. Hertig, 1936

Classificacdo sistematica segundo Dumler et al. (2001):
Reino Bacteria (Haeckel, 1894) WOESE et. al., 1990
Filo Proteobacterias GARRITY et. al., 2005
Classe Alphaproteobacterias GARRITY et. al., 2006
Ordem Rickettsiales GIESZCZYKIEWICZ, 1939
Familia Anaplasmataceae PHILIP, 1957
Género Wolbachia HERTIG, 1936

Sdo bactérias intracelulares gram negativas que quando expostas a antibiéticos
bacteriostaticos da classe das tetraciclinas tem sua populacdo reduzida, embora formas de
resisténcia permanecam viaveis. Quando a pressdo bacteriostatica é interrompida as formas
resistentes ressurgem e voltam a colonizar os tecidos dos nematoides, que tem suas funcdes
vitais e reprodutivas reestabelecidas (KOZEK, 2005; PAIVA, 2009).

1.2 Ciclo Biolégico de D.immitis

Quando presentes em seu habitat (luz das artérias pulmonares e camaras cardiacas
direitas), os parasitos adultos (machos e fémeas) se reproduzem liberando microfilarias (L1)
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na circulacdo sanguinea. Quando hospedeiros intermediarios (culicideos) realizam o repasto
sanguineo ingerem-nas juntamente com o sangue (KARTMAN, 1953; TAYLOR, 1960;
BRADLEY; NAYAR, 1987) e entdo as larvas fazem duas mudas nos tecidos do mosquito,
tornando-se infectantes (larvas de terceiro estadio — L3). ApGs migram para as pecas bucais
dos mosquitos e quando eles realizarem o proximo repasto sanguineo, as larvas migram
ativamente para a epiderme do hospedeiro. Elas penetram pelo orificio deixado pela
proboscida e, quando o hospedeiro for de uma espécie susceptivel a infeccdo, as larvas ao
alcancarem o tecido subcutaneo realizardo outra muda, chegando a L4. Nos cées, a muda de
L3 para L4 se da em trés a quatro dias (SOULSBY, 1968; LOK, 1988). A ultima muda ocorre
50 a 70 dias apds a infeccdo (KNIGHT, 1987). Esses adultos jovens apresentam grande
capacidade de migracdo, atingindo abdome, torax, cabeca, pesco¢o e veias, inclusive a
jugular. Chegam ao ventriculo direito e artérias pulmonares em 70 a 110 dias ap0s a infeccao
e continuam se desenvolvendo. Trés meses apds a chegada ao habitat, os parasitos atingem a
maturidade sexual e o ciclo se completa com a liberacdo de microfilarias na circulacdo
sanguinea (Knight, 1987; Lok, 1988).

Os parasitos adultos desencadeiam alteracGes fisiopatologicas que se relacionam
diretamente com a manifestacdo clinica apresentada pelos hospedeiros. O grau dessas
alteracdes e das repercussdes clinicas sdo influenciados por fatores como: a carga parasitéria,
o tempo de infeccdo, a resposta imune do hospedeiro e o nivel de atividade fisica do
hospedeiro (CALVERT; RAWLINGS, 2001; GUERREO, 2005).

1.3 Dirofilariose Canina

As manifestacdes clinicas presentes em cdes com dirofilariose sdo diversas e inerentes
a patogenia relacionada a presenca do parasito, seus endossimbiontes e as sequelas que
causam (RAWLILNGS, 1986; MACNEE, 1994; LAPA et al., 2006; MCCALL et al., 2008;
LABARTHE et al., 2009; MIRCEAN et al., 2017). Os sinais clinicos sdo sempre relacionados
ao sistema cardiorrespiratdrio, podendo se perpetuar por diferentes mecanismos mesmo apés
a eliminacdo da infeccdo (RAWLINGS et al., 1977; RAWLILNGS, 1986; SASAKI et al.,
1992; NAEWNE, 2005; GRANDI et al., 2007; VENCO, 2007; MCCALL et al., 2008;
CANTARELLA et al, 2010; KELLIHAN;STEPIEN, 2010). A doenca se inicia em
consequéncia da acdo traumatica dos parasitos adultos no endotélio das artérias pulmonares
(RAWLILNGS, 1986; CALVERT et al., 1998). Como eles ndo se fixam nos vasos, se
mantém no habitat nadando contracorrente com movimentos ondulatérios. Nesse processo a
extremidade posterior dos helmintos chicoteia o endotélio, o que gera uma reacao inflamatoria
local (RAWLILNGS, 1986). Tanto assim que as células do endotélio se apresentam
edemaciadas e com as juncdes intercelulares alargadas, poucos dias apds a chegada das
formas juvenis as artérias pulmonares caudais. Neutrofilos se aderem no local e se
concentram no espago intercelular. Na sequéncia, areas do subendotélio sdo expostas e entdo
ha adesdo de plaquetas que se ativam. As lesdes endoteliais resultam em espessamento da
intima com adeséo de leucdcitos as paredes. Em resposta a liberagdo de fator de crescimento
pelas plaquetas ativadas, ha multiplicagdo das células musculares da tinica média, que
migram para a superficie endovascular. Essas células musculares juntamente com colageno
formam vilosidades que se projetam para luz do vaso (RAWLILNGS, 1986; CALVERT et
al., 1998). As lesbes tendem a ser mais graves quanto maior for a carga parasitaria e quanto
maior for o tempo em que a infeccdo persista (RAWLILNGS, 1986; RIDYARD, 2005;
LABARTHE et al., 2009).

Estas alteracdes resultam na reducéo da complacéncia e do Iimen dos vasos e na perda
da sua integridade, o que permite a perfusdo de fluido, células e proteinas levando ao
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desenvolvimento de inflamagdo do parénquima pulmonar (RAWLINGS, 1986; SUTTON,
1988) que, com a cronicidade do processo, resulta em fibrose do tecido pulmonar (SIMON et
al., 2012). Além disso, com a intensa ativacdo plaquetaria mediada pela presenca dos
parasitos, pode ocorrer a formacao de trombos que podem chegar a obstruir o fluxo sanguineo
dos vasos pulmonares (RAWLILNGS, 1986; RIDYARD, 2005, TAKASHIMA et al., 2017).
A ativacdo plaquetaria pode ainda resultar em coagulagéo intravascular disseminada, uma vez
que a formacdo de codgulos aumenta o consumo de plaquetas comprometendo a hemostasia
(RAWLILNGS, 1986; CALVERT et al., 1998).

O parénquima pulmonar entdo libera mediadores quimicos locais que resultam em
vasoconstric¢do das regides acometidas e assim redireciona o fluxo sanguineo pulmonar para
regides pulmonares preservadas (MCHAFFIE, 2012). Entretanto, & medida em que a doenca
progride, outras areas pulmonares serdo afetadas e passardo pelo mesmo processo de
vasoconstric¢do. Assim, o que inicialmente era compensatorio passa a aumentar a resisténcia
vascular pulmonar (RVP) e a agravar o quadro clinico (CALVERT et al., 1998; MCHAFFIE,
2012). Outro fator que agrava a inflamacao pulmonar aumentando a RVP é a reacdo do leito
vascular pulmonar induzida por Wolbachia sp. (MCHAFFIE, 2012). Esse processo
inflamatério pulmonar pode, em alguns cées, levar ao acumulo de liquido intersticial
pulmonar e alteracdo na permeabilidade pulmonar, permitindo que esse liquido adentre as
pequenas vias aéreas. Quando realizada a ausculta pulmonar, € possivel notar o aumento de
ruidos asperos descontinuos (crepitacfes), devido a passagem de ar pelas vias aéreas com
liqguido (RAWLILNGS, 1986; ATWELL, 1988; BOWMAN; ATKINS, 2009).

Em resumo, o esgotamento dos mecanismos compensatorios associado a alteracdo
morfologica das paredes arteriais, & diminui¢do do didmetro luminal devido &s vilosidades e a
presenca de trombos agravados pela inflamacédo induzida por Wolbachia sp., leva ao aumento
da RVP que, de localizada passa a disseminada e assim resulta no estabelecimento da
hipertensdo pulmonar (GRANDI et al., 2007; SIMON et al., 2012)

Com a cronicidade da inflamacdo dos vasos e dos pulmdes, associada a presenca de
trombos e a subsequente formacdo de tecido fibroso nos pulmdes a hematose é prejudicada, se
traduzindo em maior esforco para captacdo de oxigénio caracterizando a dispneia
(RAWLILNGS, 1986).

A repercussdo cardiaca secundaria as alteracBes pulmonares (Cor pulmonale) é
consequéncia da diminuicdo do volume sanguineo ejetado pelo VD que ocorre quando a HAP
se instala, levando ao aumento do volume ventricular direito em decorréncia do aumento da
forca de trabalho para ejetar sangue para os pulmdes. Com o aumento da pressao dentro do
VD, o aparato valvar tricUspide ndo resiste e o processo culmina em insuficiéncia da valva
trictspide. Esses eventos prejudicam a funcéo ventricular direita e eventualmente a funcédo do
ventriculo esquerdo, uma vez que ocorre uma grande mudanga no volume ventricular direito,
isso acarreta em reducdo do volume do ventriculo esquerdo, devido a retificacdo
(deslocamento para esquerda) do septo interventricular (Figura 2) (JESSUP et al., 1987,
MACNEE, 1994; RENDER et al., 1995).

Quando a hipotensdo sistémica ocorre o débito cardiaco pode ser insuficiente para
suprir o sistema nervoso central levando o animal a apresentar sinais neuroldgicos, inclusive
sincope (WIEDEMANN; MATTHAY, 1989; CALVERT, 2008). Outro mecanismo que pode
levar & sincope nesses pacientes é a presenca de HAP em estagio avangado, quando o débito
cardiaco do VD é insuficiente para enviar o sangue para os pulmdes, fazendo com que o
volume de sangue oxigenado seja insuficiente para suprir as demandas metabdlicas do sistema
nervoso central (WARE, 2011c) além das demandas tissulares da musculatura estriada
esquelética, culminando em intolerancia ao exercicio e letargia (RAWLILNGS, 1986).
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Figura 2. Desenho esquematico demonstrando a relacdo anatdmica do ventriculo direito
(VD - formato de "Lua crescente") com o do ventriculo esquerdo (VE - aspecto circular),
sendo separados pelo septo interventricular. B. Dilatagdo do ventriculo direito (VD),
alterando a geometria do ventriculo esquerdo (VE) devido a retificacdo do septo
interventricular. Fonte: adaptado de Haddad et al. (2008).

Outra consequéncia do aumento do volume do VD e da pressdo dentro dele é o
aumento da demanda por oxigénio pelo miocérdio sob estresse. Como a hematose ja esta
comprometida pela reducdo no volume de sangue que chega aos pulmdes, a maior
disponibilizagdo de oxigénio para o miocérdio ndo ocorre e assim havera isquemia de areas do
miocardio, comprometendo seu funcionamento (WIEDEMANN; MATTHAY, 1989;
HADDAD et al., 2008).

Ao exame fisico a insuficiéncia de trictspide pode ser representada como sopro porém
em alguns cdes esse achado se relaciona com a presencga de parasitos causando turbuléncia
sistélica no ostio tricuspide e por dilatacdo do anel tricispide como consequéncia do Cor
pulmonale. Quando presentes na artéria pulmonar, os vermes adultos causam turbuléncia de
sangue na via de saida do ventriculo direito, que também pode ser identificada ao exame
fisico como sopro em foco pulmonar em alguns cdes (ATWELL, 1988).

O aumento da pressdo dentro das cadmaras cardiacas direitas também pode refletir,
quando instalado o processo congestivo, em aumento da pressdo sanguinea na veia cava
caudal, levando ao extravasamento de liquido para a cavidade peritoneal, caracterizando a
ascite (Figura 3a). O aumento da pressdo na veia cava caudal, também cursa de maneira
retrégada, causando congestao dos vasos hepaticos e consequente hepatomegalia (CALVERT,
2008; WARE, 2011a). A lesdo hepética secundaria a congestdo pode levar a insuficiéncia
hepatica, que pode resultar em sintomatologia gastrointestinal, como perda de peso,
emaciacao, caquexia (Figura 3b) por ma absorcao e diarreia (WARE, 2011a).

Em resposta ao aumento de pressdo intracardiaca o miocardio também sintetiza
peptideo natriurético tipo-B e o peptideo natriurético atrial (SILVA et al., 2003). Eles sao
liberados pelo musculo cardiaco e induzem a natriurese e diurese inibindo o transporte tubular
de sodio nos rins. Atuam também causando vasodilatacéo sistémica e pulmonar, diminuindo a
RVP e inibindo a liberagdo de renina e aldosterona, o que pode contribuir para manter a
homeostase em quadros de ICC (KIMMENADE; JANUZZI, 2009). Uma vez instalada a ICC
nos pacientes com dirofilariose, ocorre uma reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca,
importante marcador de disfuncdo autondmica relacionada ao aumento da mortalidade em
pacientes com ICC (ARORA et al., 2004; WOODSON et al., 2004).



Figura 3. A. Paciente canino apresentando aumento de volume abdominal,
secundaria ascite por aumento da pressdo venosa na veia cava caudal, Fonte:
GOMPF (2008) B. Paciente portador de dirofilariose, com condigéo corporal
de caquexia, secundaria a ma absorcao, Fonte: MIRCEAN et al. (2017).

Outros sinais clinicos associados ao aumento da pressdo venosa sdo a presenca da
distensdo da veia jugular e pulso jugular sistélico (Figura 4) (ATWELL, 1988). As veias
jugulares normalmente ndo sdo distendidas e nem apresentam pulso visivel ao exame fisico,
contudo na ICC direita € comum o aumento sustentado da pressao venosa, levando a essa
manifestagdo clinica (ATWELL, 1988; BOWMAN E ATKINS, 2009; WARE, 2011b).

Figura 4. Distensdo jugular proeminente
(seta) em cdo devido a Insuficiéncia
cardiaca congestiva direita Fonte: WARE
(2011b).

A hipdxia decorrente da reducdo do débito cardiaco ativa o SRAA aumentando 0s
niveis de angiotensina 1l (Agll) no sangue, que eleva a atividade simpética; aumenta a
reabsorcdo de sodio e cloro, assim como reten¢do de H2O pelos rins; além de aumentar a
liberacdo de aldosterona; aumento e liberacdo de vasopressina; e vasoconstricdo
(STRICKLAND, 2008). Assim, com a reducdo do débito cardiaco que a infecgdo provoca, o
volume sanguineo intravascular aumenta e sobrecarrega ainda mais as camaras cardiacas,
aumentando o estresse miocardico (GIESTAS et al., 2010). Por mais que o miocardio
aumente a forca de contracdo chegara ao limite e as cdmaras cardiacas se dilatardo. Com a
dilatacdo das camaras, as fibras miocardicas se estiram, e com o tempo a forga de contracéo
diminui, comprometendo ainda mais o débito cardiaco e levando a insuficiéncia cardiaca
congestiva, que pode resultar em edema pulmonar e contribuir para a formagao de ascite e
edema de membros (STRICKLAND, 2008; GIESTAS et al., 2010).



Quando avaliadas de uma maneira geral, as manifestacdes clinicas relacionadas a
dirofilariose canina podem ser classificadas como: i) discreta, caracterizada por pacientes
assintomaticos ou apenas com manifestacdo de tosse; ii) moderada, caracterizada por quadros
de tosse mais intensos, intolerancia ao exercicio, alteracdo na ausculta pulmonar; iii) grave,
quando apresentam tosse intensa, intolerancia ao exercicio, dispneia, alteracdo na ausculta
cardiaca e na pulmonar, hepatomegalia, sincope, ascite e letargia; e iv) Sindrome da veia
cava, que se caracteriza pelo aparecimento subito de letargia, fraqueza, acompanhada de
hemoglobinuria e hemoglobinemia (AHS, 2018).

A dirofilariose canina pode se manifestar clinicamente de maneira variada e em
consequéncia de diversos fatores . O resumo das ocorréncias geradas pela infec¢do que levam
a disfuncdo cardiaca pode ser observado na Figura 5. Os principais sinais clinicos e as
ocorréncias relacionadas podem ser observados no Quadro 1.

Presenca de Vermes adultos
de Dirofilaria immitis nas
artérias pulmonares

A 4
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Figura 5. Interacdo da presenca de Dirofilaria immitis com a fisiopatogenia da
disfuncéo cardiaca (Fonte: Adaptado de WIEDEMANN; MATTHAY, 1989).




Quadro 1. Sinais clinicos frequentes em cées portadores de dirofilariose e seus principais

mecanismos de origem.

Sinal clinico Mecanismo
Alteragbes vasculares inflamatérias relacionadas a
Tosse presenca do parasito e de Wolbachia sp. estimulam os

receptores de tosse nas vias aéreas.

Sopro em foco
pulmonar

Presenca de parasitos levando a turbuléncia sistolica na via
de saida do ventriculo direito.

Sopro em foco
tricuspide

Presenca de parasitos levando a turbuléncia sistdlica no
oOstio trictspide e por dilatacdo do anel trictspide como
consequéncia do Cor pulmonale.

Ruido pulmonar aspero
e descontinuo

Actmulo de liquido intersticial pulmonar (principalmente
nas pequenas vias aéreas) devido ao processo inflamatorio
relacionado a fisiopatogenia da doenca.

Baixo débito cardiaco, reduzindo a ejecdo de sangue para

Sincope 0os pulmdes, comprometendo a hematose e
consequentemente oxigenacao do sistema nervoso central.
Aumento da pressdo venosa no interior da veia cava

Ascite caudal, levando ao extravasamento de liquido extracelular

para a cavidade peritoneal.

Distensé&o e pulso
jugular

Aumento da pressdo venosa, secundaria ao quadro
congestivo.

Perda de peso

Secundéaria a ma absorcédo e perda de proteinas plasmaticas
em cdes com insuficiéncia hepatica em decorréncia da
insuficiéncia cardiaca direita

Intolerancia ao

Reducdo da funcgdo cardiaca direita, resultando em menor

oxigenacdo de sangue para suprir as demandas tissulares da

exercicio
musculatura.

1.4 Diagnostico da Infeccéo por Dirofilaria immitis

Hé& vérios métodos que permitem o diagnostico da infeccdo canina por D. immitis. Os
métodos mais utilizados na rotina clinica sdo: pesquisa de microfilarias por concentracdo ou
pesquisa de antigenos (Ag) por ELISA ou imunocromatografia em amostras sanguineas.
Além desses métodos a deteccdo de DNA dos parasitos por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) também pode ser realizada (NELSON et al., 2005; LABARTHE et al., 2009).

1.4.1 Pesquisa de microfilarias

A técnica considerada padrdo ouro para a deteccdo e identificacdo especifica de
microfilarias consiste no teste de Knott modificado por Newton e Wright (1956). Esse teste
permite a observacdo da morfologia das microfilarias e sua mensuracdo desde que a larva
observada e se apresente com corpo e extremidade caudal estendidos (REDINGTON et al.,
1977).
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Independente da técnica utilizada, a pesquisa de microfilarias sempre deve ser
realizada em conjunto com testes de maior sensibilidade e especificidade. Isso porque a
correta identificacdo da espécie pode ser um desafio uma vez que as formas imaturas de
diversas espécies sdo semelhantes. Além disso, ha animais infectados que ndo apresentam
microfilaremia (infecgdes ocultas) (AHS, 2018).

1.4.2 Pesquisa de antigenos

Os testes imunoenzimaticos ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e
imunocromatografico sdo recomendados para a deteccdo dos antigenos de parasitos adultos na
circulacdo sanguinea. Entretanto, o teste ELISA é o mais indicado para o diagnostico da
infeccdo canina por D. immitis (AHS, 2018).

Estes testes sdo altamente especificos e sensiveis, entretanto a sensibilidade é
dependente da presenca de fémeas adultas. A sensibilidade dos testes tende a ser maior
guando o hospedeiro alberga mais de uma fémea adulta, embora haja testes sensiveis o
suficiente para detectar infecgdes por apenas uma fémea (NELSON et al., 2016; HENRY et
al., 2018). Nenhum dos testes é capaz de detectar infec¢cbes quando o hospedeiro alberga
apenas exemplares machos, gerando assim resultados falso negativos (VELASQUEZ et al.,
2014).

A detec¢do dos antigenos pode ser observada a partir de cinco meses ap0s a infeccéo e
geralmente precede a microfilaremia, embora o inverso ja tenha sido observado (PAIVA,
2018 — comunicagdo pessoall). A utilizagdo de lactonas macrociclicas em cdes portadores da
infeccdo é apontada como possivel causa de reducdo da sensibilidade dos testes. Haveria
aumento na producdo de anticorpos especificos pelo hospedeiro, o que reduziria a quantidade
de antigenos livres disponiveis para serem detectados pelos testes e assim os resultados
seriam falsos negativos (MCCALL et al., 2001; LITTLE et al., 2014; DRAKE et al., 2015).
Para mitigar essa interferéncia recomenda-se que as amostras sanguineas sejam pré-aquecidas
a 104°C, durante 10 minutos para desnaturar 0s anticorpos e liberar os antigenos, facilitando
sua deteccdo pelos testes (LITTLE et al., 2014; DRAKE et al., 2015; CIUCA et al., 2016;
BENDAS et al.,, 2017; LITTLE et al.,, 2018; SAVADELIS et al., 2018). Embora o
aquecimento das amostras pareca aumentar a acuracia dos testes para deteccao de antigenos, é
necessario que se tenha cautela uma vez que sua utilizacdo ainda é controversa podendo
ocasionar resultados falso positivos (VENCO et al., 2017; SAVADELLIS et al., 2018).

1.4.3 Deteccdo de DNA dos parasitos por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR baseia-se na amplificacdo de um segmento de DNA especifico do parasito
utilizando iniciadores (“primers”) espécie especificos. A PCR é uma técnica sensivel e precisa
para identificar microfilarias de diferentes espécies (GENCHI et al., 2007) entretanto,
resultados falso negativos podem ser encontrados em casos de infeccdo amicrofilarémica
(ROSSI et al., 2010; CROWDER et al., 2012; BORTHAKUR et al., 2015).

LPAIVA, J.P. Comunicagéo pessoal, Seropédica. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 2018.
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1.5 Acompanhamento Clinico da Doenga

1.5.1 Radiografia de torax

A radiografia toracica é o exame de elei¢édo para avaliacdo do parénquima pulmonar e
da silhueta cardiaca (CARLISLE, 1988; THRALL, 2013). As alteracdes radiogréficas do
parénquima pulmonar séo frequentes em cées portadores de dirofilariose (Figura 6), variando
de gravidade (CARLISLE, 1988; BENDAS, 2018), embora cdes infectados possam apresentar
radiografias sem alteracbes (THRALL, 2013).

As alteracGes pulmonares mais comumente observadas ao exame radiografico de casos
de dirofilariose canina sdo: 1) proeminéncia da artéria tronco pulmonar (THRALL et al.,
1980; BENDAS, 2018); 2) aumento das artérias pulmonares lobares caudais (LIU et al., 1969;
ATWELL;CARLISLE, 1982; BUORO et al., 1983; BENDAS, 2018); e 3) alteracdes
pulmonares alveolares e intersticiais (densificacdo difusa e reticular do intersticio pulmonar e
marcacdo micronodular) (Figura 5) (CARLISLE, 1980; CARLISLE, 1988; BENDAS, 2018).
As lesdes pulmonares podem cursar com a formacgdo nodular granulomatosa, podendo ser
identificados ao exame radiografico, como diagnostico diferencial de processos neoplasicos e
metastaticos (CARLISLE, 1988; MCCALL et al., 2008; BENDAS, 2018).

Apbds o tratamento adulticida recomendado, alguns achados radiograficos séo
esperados uma vez que a morte de grande numero de vermes adultos simultaneamente
repercute nos pulmdes (CARLISLE, 1988; KRAMER et al., 2008; NELSON et al., 2016).
Um aumento notavel na densidade do parénquima pulmonar ocorre apds o tratamento
recomendado, devido a uma resposta granulomatosa a morte dos vermes adultos, mais
frequente nos lobos caudais direitos (ATWELL; CARLISLE, 1982).

. 3 L

Figura 6. A. Imagem radiografica de térax de cdo
naturalmente infectado por Dirofilaria. immitis, na posicao
ventrodorsal evidenciando aumento de tronco pulmonar
(circulo); B. Imagem radiografica de torax na posicéo
ventrodorsal (setas), evidenciando aumento do calibre da
artéria e veia pulmonar caudal; C. radiografica de torax 12
evidenciando padrdo alveolar e intersticial (setas). Fonte:



1.5.2 Ecodopplercardiograma

O ecodopplercardiograma é um exame que permite a avaliacdo morfofuncional do
coragdo. Nos portadores de dirofilariose é especialmente importante para avaliacdo da fungéo
cardiaca permitindo estimar: 1) a localizacdo dos parasitos; 2) o grau de hipertensdo
pulmonar; e 3) o prognostico do comprometimento cardiaco (CALVERT et al., 1999;
MADRON, 2016a).

O modo bidimensional permite a identificacdo de parasitos adultos no interior das
camaras cardiacas direitas e no interior da artéria tronco pulmonar e seus ramos mais
proximais. Quando visualizados, apresentam-se como pontos hiperecdicos (corte transversal)
ou linhas paralelas hiperecoicas (corte longitudinal), medindo cerca de 1,3mm de didmetro
(Figura 7) (LOSONSKY et al., 1988; VENCO et al., 2003). Além disso, outras medidas
podem ser utilizadas para determinar a presenca de sobrecarga cardiaca, tais como a dilatacdo
do ramo principal da artéria pulmonar; a hipertrofia ventricular e a retificacdo do septo
interventricular (KELLIHAN; STEPIEN, 2010; SERRANO-PARRENO et al., 2017).

Figura 7. Imagem ecocardiografica em modo
bidimensional,  evidenciando  presenca de
estruturas  lineares hiperecoicas, em corte
longitudinal medindo 1,3mm de diametro,
imagem compativel com presenca do parasito
Dirofilaria immitis. Fonte: LUIGI VENCO, 2018.

Diversas técnicas ecocardiograficas vém sendo utilizadas para avaliacdo da funcéo
ventricular direita e da hipertensédo pulmonar em cées (VENCO et al., 2014; VISSER et al.,
2015; SERRANO-PARRENO et al., 2017). Dentre as principais podem-se citar: 1) avaliacio
da regurgitacdo tricuspide; 2) avaliacdo da insuficiéncia pulmonar; 3) indice de desempenho
miocérdico (indice de TEI); 4) Doppler tecidual do pico sistolico do anel tricuspide (S’); 5)
variacdo fracional da area ou “fractional area change” (FAC); 6) excursdo sistolica do plano
anular tricuspideo ou “tricuspide annular plane systolic excursion” (TAPSE); e 7) indice de
distensibilidade da artéria pulmonar (IDAP) (VENCO et al., 2014; ALSOOS; KHADDAM,
2015; SERRANO-PARRENO et al., 2017).

A avaliacdo da regurgitacdo tricuspide em conjunto com a avaliacdo da insuficiéncia
pulmonar permite estimar o valor da pressao arterial pulmonar (PAP) de maneira ndo invasiva
(CHETBOUL, 2016). Quando essas avaliagdes ndo forem possiveis, o indice de
distensibilidade da artéria pulmonar permite avaliacdo da HAP, uma vez que seu valor é
reduzido quando os valores da PAP estdo acima dos valores de referéncia (VENCO et al.,
2014; VISSER et al., 2016; SERRANO-PARRENO et al., 2017).
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A funcdo sistélica do ventriculo direito é avaliada por meio dos indices: TEI; variagdo
fracional da area do ventriculo (FAC); excursdo sistolica do plano anular tricuspideo
(TAPSE); ¢ S’(MORITA et al., 2019). O indice de TEI permite a avalicdo global da
performance miocéardica ventricular (NAKAMURA et al., 2016), contudo a variacdo da
frequéncia cardiaca dificulta sua aplicagdo (MORITA et al., 2016). Assim, como a variagdo
da frequéncia cardiaca de cdes ¢ um achado frequente mesmo em cées higidos (TILLEY,
1985), sua utilizacdo é limitada.

A FAC permite avaliar mudancas no ventriculo direito que comprometam a sua funcao
na sistole. Contudo a dificuldade em se obter imagens ecocardiograficas com a borda
endocéardica bem definida tanto em sistole quanto em diastole dificulta sua execucdo em
alguns pacientes (VISSER et al., 2015; GENTILE-SOLOMON;ABBOTT, 2016). A TAPSE
permite avaliar o deslocamento do anel fibroso do aparato valvar tricuspide, sendo uma
técnica de facil execucdo para avaliagdo da funcdo sistélica, no entanto o valor de referéncia
varia de acordo com o peso do animal (MADRON, 2016b). O Doppler tecidual do pico
sistolico do anel tricuspide (S’) assim como a TAPSE, permite avaliar a funcao sistdlica de
maneira simples e facil e permite a quantificacdo da funcdo diastolica por meio da
determinacdo do pico de velocidade das ondas E’ se A’(JURCUT et al., 2010) apesar dos
valores de referéncia dessas medidas ainda ndo estarem estabelecidas para cdes (MADRON,
2016b).

A avaliacdo ecocardiografica deve ser feita de maneira global e a interpretacdo do
exame deve ser realizada pelo conjunto de todos os achados, uma vez que a funcéo
miocardica ndo pode ser determinada por uma unica medida de forma isolada (MORCERF,
1996; BOON, 2011).

1.6 Profilaxia

H& dois grupos de lactonas macrociclicas registrados internacionalmente para
utilizacdo em cdes; as avermectinas (ivermectina e selamectina) e as milbemicinas
(milbemicina oxima e moxidectina) (REINEMEYER; COURTNEY, 2003). As moléculas dos
dois grupos sdo produtos da fermentacao de bactérias do género Streptomyces e apresentam a
estrutura principal formada por 16 elementos com um grupamento éster e subestruturas como
uma subunidade espirocetal e um anel benzofuranico (REINEMEYER; COURTNEY, 2003;
PRICHARD et al., 2012).

As lactonas macrociclicas atuam bloqueando 0s neurotransmissores e,
consequentemente, interferem nas sinapses neuromusculares. O mecanismo de acdo de todas
elas é semelhante; ligam-se aos canais de cloro-glutamato abrindo-os de forma irreversivel e
assim causando paralisia flacida dos helmintos (REINEMEYER;COURTNEY, 2003;
GEARY; MORENO, 2012). O efeito dessa paralisia impede o desenvolvimento dos estadios
pré-larvares, comprometendo a eficacia reprodutiva dos helmintos e pode inviabilizar sua
sobrevivéncia (LOK, 1988; REINEMEYER; COURTNEY, 2003; GEARY; MORENO, 2012).
Além da acéo prejudicial direta sobre os helmintos essas moléculas inibem a secregéo de
proteinas imunomoduladoras pelas microfilarias, permitindo que o sistema imune do
hospedeiro agrida os parasitos mais facilmente (GEARY;MORENO, 2012).

Nos hospedeiros definitivos, as lactonas macrociclicas ndo atravessam imediatamente
a barreira hematoencefalica, apresentando uma ampla margem de seguranca na maioria dos
mamiferos. Apesar disso, superdosagens podem levar a efeitos toxicos no sistema nervoso
central (REINEMEYER; COURTNEY, 2003). Cées de racas dolicocefalicas como Collies ou
Pastores australianos parecem ser mais sensiveis aos efeitos tdxicos dessa classe de
medicamentos do que os braquicefalicos, entre outros. Uma das razdes para essa maior
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sensibilidade € a mutacao do gene MDR1 que favorece a passagem das lactonas macrociclicas
pela barreira hematoencefalica (PULLIAM, 1985; REINEMEYER; COURTNEY, 2003).
Todas as moléculas desse grupo registradas para uso em cdes (ivermectina,
selamectina, milbemicina oxima e moxidectina) sdo quimioprofilaticos lipofilicos eficazes e
seguros que se encontram comercialmente disponiveis em varias apresentaces (BOWMAN;
MANNELLA, 1996; NOVOTNY et al., 2000; MCCALL, 2005; PRICHARD et al., 2012). A
moxidectina é dentre as quatro moléculas aquela mais lipofilica, fazendo com que suas
concentracdes plasmaticas se mantenham altas por mais tempo (SANGSTER, 1999;
REINEMEYER;COURTNEY, 2003; AL-AZZAM et al., 2007; BLAGBURN et al., 2011).

1.7 Tratamento da Infec¢cdo Canina por Dirofilaria immitis

A Sociedade Norte-americana para Dirofilariose (“American Heartworm Society”),
recomenda que o tratamento da dirofilariose canina seja multimodal. O objetivo principal do
tratamento é a melhora da condicdo clinica do paciente associada a eliminacdo de todos os
estadios do parasito, assim como a prevencdo de reinfeccdes (LABARTHE et al., 2002; AHS,
2018).

O farmaco de efeito adulticida recomendado (hidrocloridrato de melarsomina) ndo é
registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil e, portanto, néo
¢ comercializado no Pais, obrigando a utilizacdo de estratégias terapéuticas alternativas
(BENDAS et al., 2017). Além disso, a morte em massa dos parasitos, causadas pelo uso deste
adulticida, ocorre aumentando o risco de tromboembolismo pulmonar, e uma maior resposta
inflamatéria pulmonar que pode causar quadros de dispneia intensa (RAWLILNGS, 1986;
ATWELL, 1988; BOWMAN; ATKINS, 2009; AHS, 2018).

E sabido que a ivermectina apresenta efeito adulticida quando administrada por, pelo
menos, 16 meses (MCCALL et al., 1998). Entretanto, aquela época o efeito microfilaricida foi
observado em trés meses, e em outro estudo alguns cdes se mantiveram microfilarémicos por
mais tempo (MCCALL, et al., 2001). Qualquer tratamento que realize uso mensal continuo
de lactonas macrociclicas em monoterapia é contraindicado (AHS, 2018) sob a alegacdo de
ser um tratamento longo que permite a progressao das leses e complicacdes da doenca. Além
disso, especialistas temem que favoreca a selecdo de linhagens de D. immitis resistentes a
unica classe de moléculas eficaz na prevencdo das infeccbes (GEARY et al., 2011,
BOWMAN, 2012). Contudo, diferentes registros evidenciaram que a associacdo da
doxiciclina com lactonas macrociclicas, além de diminuir as complicac@es pulmonares reduz
0 tempo necessario para a eliminacdo da infeccdo quando comparada ao uso de lactonas
macrociclicas sem associacdo (NELSON et al., 2017; SAVADELIS et al., 2017; BENDAS,
2018; SAVADELIS, MOLLY etal., 2018).

Sabe-se que a associacao de doxiciclina com moxidectina 2,5% e imidacloprida 10%,
foi capaz de eliminar a infecgdo natural de 95,9% dos animais aos 12 meses de tratamento e
0s demais com, no maximo, 36 meses de tratamento, ndo havendo piora detectavel da fungéo
cardiopulmonar (BENDAS, 2018). Além disso, em animais experimentalmente infectados e
submetidos a eutandsia e necropsia, 0s resultados dessa associagdo terapéutica ndo foram
diferentes (SAVADELIS et al., 2017).

1.7.1 Doxiciclina

A doxiciclina € um antibiotico do grupo das tetraciclinas, de efeito bacteriostatico de
amplo espectro, que atua em bactérias aerébias ou anaerdbias, gram-negativas ou gram-
positivas (PAPICH, 2017). E mais lipofilica (de cinco a 10 vezes) que outras tetraciclinas,
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resultando em maior penetracdo tecidual, maior volume de distribuicdo e propriedades
antimicrobianas melhores. E excretada pelas fezes como conjugado ou quelato inativo,
impactando a flora microbiana intestinal de forma pouco significativa. Sua capacidade de
ligacdo com proteinas plasmaticas é maior do que a das outras tetraciclinas, fazendo com que
sua meia vida plasmaética seja mais prolongada (RIVIERE et al., 2003).

A doxiciclina tem sido amplamente usada no tratamento da dirofilariose desde a
descoberta da interacdo simbidtica das bactérias do género Wolbachia com os filarideos
(NELSON et al., 2005; NELSON et al., 2017; AHS, 2018). Essa medicacdo reduz a carga
bacteriana em todos os estadios do parasito, sendo letal para as larvas L3 e L. Ela também
blogueia a transmissdo vertical das bactérias, 0 que suprime gradativamente a parasitemia
(RAO etal., 2002; MCCALL et al., 2008; MCCALL et al., 2014).

Quando usada por pouco tempo ou em dose insuficiente, o desenvolvimento do verme
e sua fertilidade ndo séo afetados, sendo observada uma reducéo inicial das bactérias seguida
por rapida recolonizacdo (TAYLOR; HOERAUF, 1999; CASIRAGHI et al., 2002; PAIVA,
2009; BOURGUINAT et al., 2011).

A minociclina tem sido considerada como alternativa a doxiciclina no protocolo
terapéutico de cées com dirofilariose nos Estados Unidos da América, uma vez que 14 ndo ha
formulac@es veterinarias de doxiciclina e o custo das formulacdes humanas ¢ alto (PAPICH,
2017). Apesar de a minociclina apresentar resultados promissores, um estudo comparando a
eficacia na eliminacdo do DNA de Wolbachia sp. em cées naturalmente infectados e tratados
com doxiciclina ou com minociclina observou que o melhor efeito foi obtido com doxiciclina
na dose de 10mg/kg a cada 12h por 30 dias, além de provocar menos efeitos colaterais
(SAVADELIS et al., 2018).

Os principais efeitos colaterais do uso da doxiciclina sdo alteracbes gastrointestinais
que se apresentam como vOmito, diarreia, perda de peso e inapeténcia (RIVIERE et al., 2003;
PAPICH, 2017; SAVADELIS et al., 2018). Esses sinais sdo resultantes da irritacdo do
estdmago e do intestino delgado superior, onde a doxiciclina é absorvida ap6s a administracdo
oral. A intoxicacdo do figado quando presente, ocorre devido ao acimulo do farmaco, caso
ndo seja eliminado rapidamente pelos rins ou por administracdo de doses terapéuticas acima
da recomendada (RIVIERE et al., 2003).

Ja é sabido que a presenca de Wolbachia sp. influencia de maneira significativa na
fisiopatogenia da doenca pulmonar (CASIRAGHI et al., 2002; GUERREO, 2005; GRANDI
et al.,, 2007; KRAMER et al.,, 2008; AHS, 2018). As lesdes pulmonares de cées
experimentalmente infectados que receberam doxiciclina foram menos importantes do que as
lesbes daqueles que ndo receberam a droga (Figura 8), evidenciando ndo apenas o papel
dessas bactérias na fisiopatogenia da doenca, mas também que o uso da doxiciclina é
fundamental para evitar complicacGes pulmonares e clinicas em animais portadores da doenca
(KRAMER et al., 2008).
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Figura 8. (A) Pulmdo de um céo infectado experimentalmente com Dirofilaria immitis
tratado com melasormina + lactona macrociclica. (B) Pulmdo de um cédo infectado
experimentalmente com Dirofilaria immitis que recebeu doxiciclina no protocolo de
tratamento (hematoxilina e eosina, 40X). Fonte: Kramer et al. (2008)
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1.7.2 Lactonas macrociclicas

Esses quimioprofilaticos apresentam acdo contra larvas de terceiro (L3) ou quarto
estadios (L4), embora sua utilizacdo continua possa apresentar acdo adulticida (Nelson et al.,
2016). Quando a ivermectina foi administrada mensalmente durante um ano, a partir de quatro
meses apos a infecgdo experimental com larvas infectantes de D. immitis, apresentou efeito
deletério sobre os adultos jovens (MCCALL et al., 1996). O efeito adulticida da ivermectina
foi maior a medida em que foi administrada por mais tempo; com 16 meses eliminou 56,3%
dos vermes adulto e com 29 meses eliminou 94,9% (MCCALL et al., 1996; MCCALL et al.,
2001). Ja a milbemicina oxima ndo apresentou eficacia relevante contra parasitos adultos
mesmo ap6s 16 meses de administracdo mensal (MCCALL et al., 1996; MCCALL et al.,
2001; GRANT et al., 2018)

Em um estudo com a administracdo mensal de selamectina em cdes microfilarémicos,
foi observada a reducdo do nimero de microfilarias em 90% ap06s a terceira dose, chegando a
100% apds a sexta dose. Ja sobre os adultos a reducdo foi de apenas 36,4% ap0Os 18 meses
(DZIMIANSKI et al., 2001).

A formulacéo topica de moxidectina associada a imidacloprida é capaz de suprimir a
microfilaremia ap6s duas aplicagdes mensais a caes experimentalmente infectados (MCCALL
et al., 2014; BOWMAN et al., 2015). Sabe-se que a associacdo de doxiciclina (10mg/kg/bid)
com moxidectina 2,5% e imidacloprida 10%, é capaz de eliminar a infeccdo natural de 95,9%
dos animais aos 12 meses de tratamento e os demais com, no maximo, 36 meses de
tratamento, ndo havendo piora detectavel da funcéo cardiopulmonar (BENDAS, 2018).

A moxidectina injetavel de liberacdo lenta apresenta duas formulagdes: i) ProHeart 6®
(0,27mg/kg — 3.4mg de moxidectina/mL) e ii) ProHeart — SR12® (0,5mg/kg — 10mg de
moxidectina/mL) e ambas ja tiveram seu efeito microfilaricida comprovado (BOWMAN et
al., 2017; MCTIER et al., 2017). Contudo estudos sobre seu efeito adulticida séo escassos.
Uma aplicacdo da formulagcdo de moxidectina (3,4mg/mL) de liberacdo lenta na dose de 0,17
mg/kg a animais experimentalmente infectados eliminou 85,9% dos helmintos jovens
enguanto a eficacia sobre parasitos adultos com mais de seis meses foi inexpressiva (<25%)
(MCCALL et al., 2001)
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Consideragdes Eticas

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/IV/UFRRJ) sob o
namero 3341050617 (ANEXO A).

2.2 Localizacao do Estudo

Os exames clinicos, laboratoriais, ultrassonogréficos, ecodopplercardiograficos e
radiograficos foram realizados no Instituto de Especialidades em Medicina Veterinaria
(IEMEV), localizado na Rua Dezenove de fevereiro, 65 Botafogo — Rio de Janeiro.

2.3 Critérios de Inclusado e de Exclusao

Apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B) pelos
responsaveis, cdes portadores de infecgdo natural por D. immitis foram incluidos no estudo.
No momento da inclusdo uma ficha de identificacdo individual dos cédes foi preenchida
(ANEXO C).

Critérios de incluséo dos animais:

Idade entre um e 10 anos;

Portadores de antigenemia de Dirofilaria immitis;

Plaquetometria acima de 150 x103%/uL;

Né&o tivessem recebido tratamento com lactonas macrociclicas ou doxiciclina nos
seis meses que antecederam a inclusao;

Né&o tivessem doenca grave concomitante;

N&o apresentassem alteracdes dignas de nota ao exame clinico

N&o apresentassem alteracdes dignas de nota ao exame ultrassonogréafico;

Né&o fossem das racas Collie, Pastor de Shetland ou Pastor Australiano.

o0 o
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Foram excluidos animais que:
a. recebessem medicamentos contendo qualquer lactona macrocilica ou doxiciclina
fora da prescricdo do projeto;
b. se apresentassem em qualquer estagio de gestacéo;
c. desenvolvessem sensibilidade a qualquer componente do tratamento;
d. cujos responsaveis desistissem de participar.

2.4 Delineamento Experimental

Cées com diagnostico prévio de infeccdo por D. immitis eram encaminhados para
avaliagdo com vistas a inclusdo no estudo. Quando o0s responsdveis pelos animais
concordavam com o0s procedimentos a serem realizados durante o trabalho e assinavam o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, 0s animais eram submetidos a exames para
confirmacéo da infeccdo e para avaliacdo das condi¢des clinicas.
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Os animais que tiveram a infeccdo confirmada pela detec¢do de antigenos foram
submetidos a exames clinicos e laboratoriais para verificar se atendiam aos critérios de
inclusdo no protocolo para o tratamento adulticida proposto (Figura 9). Os exames pré
inclusdo consistiam em: exame fisico, hemograma, bioguimica sérica (ureia, creatina,
fosfatase alcalina, ALT), ultrassonografia abdominal, radiografias toracicas e
ecodopplercardiograma. Aqueles que atendiam aos critérios de inclusdo passaram a receber o
tratamento e acompanhamento até obterem dois resultados negativos na pesquisa de antigenos
de D. immitis consecutivos, com intervalo de 180 dias (AHS, 2018).

| Historico e anamnese |

l

Assinatura TCLE

l

Coleta de amostra sanguinea

Sim Nio

Exame clinico, complementar e
laboratorial

Animal nao
incluido
Animal

Sim apto Nio

Animal
incluido

Figura 9. Diagrama dos procedimentos para inclusdo de cées portadores de Dirofilaria

immitis no estudo.
TCLE: Termo de consentimento livre e esclarecido; Ag+: pesquisa de antigeno positiva. Animal apto: animais
que se enquadravam nos critérios de inclusao

2.5 Tratamento

O tratamento foi realizado pela administracdo de moxidectina de liberacdo lenta?
(0,5mg/kg) por via subcutdnea sempre pelo mesmo médico veterinario associada a
administracdo de ciclos de 30 dias de doxiciclina® (10mg/kg/BID) por via oral, a cada seis
meses (+/-5 dias). O tratamento foi mantido por 12 meses.

No dia 0, os animais tinham uma amostra de sangue coletada para avaliacdo da
parasitemia (pesquisa de microfilarias pelo teste de Knott modificado e contagem) e da
antigenemia (pesquisa de antigenos por ELISA comercial) e logo em seguida foram pesados e
receberam uma dose de moxidectina de liberacao lenta por via subcutanea, na regido cervical,

2 ProHeart®SR-12, Zoetis, Rio de Janeiro, Brasil
3 Doxifin®, Ourofino Saude Animal Rio de Janeiro, Brasil
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cranial & escapula. No mesmo dia comprimidos a base de doxiciclina foram entregues para
que 0s responsaveis administrassem por via oral, durante 30 dias juntamente com a
recomendagdo para que os animais fossem mantidos em repouso relativo, evitando-se
exercicios intensos.

2.6 Avaliacdo da Seguranca do Tratamento

Amostras de sangue eram coletadas, identificadas e encaminhadas ao laboratorio de
andlises clinicas do IEMEV, onde foram realizadas determinagdes da concentracdo sérica de
ureia, creatinina, fosfatase alcalina e alanina aminotransferase (ALT), nos dias +180 e +240
(+/-5 dias) e hemograma nos dias 0, +180, +240 e +360 (+/-5 dias).

Além disso todos os animais tinham os pesos aferidos na mesma balanca digital
(BRASMED®), sempre previamente tarada antes de cada pesagem.

2.7 Avaliacao da Eficacia do Tratamento

Para verificar a eficacia do tratamento instituido foram realizados: avaliacdo
parasitolégica; exame fisico; avaliagdo pulmonar; e avaliacéo cardiaca (Figura 10).

Nao Sim

Tratamento

Tratamento

Ag+
Nao Sim

Animal liberado

Tratamento

Ag +
Nio Sim

Figura 10. Diagrama de acompanhamento do tratamento dos cées infectado por Dirofilaria

immitis, incluidos no estudo até o seu momento de liberacéo.
Ag+: pesquisa de antigeno positiva.

2.7.1 Avaliagdo parasitologica

A parasitemia foi avaliada pela contagem de microfilarias conforme descrito por Paiva
(2009) nos dias 0, +30 e +150 (+/-5). Para isso, duas laminas de cada amostra de sangue total
com anticoagulante foram confeccionadas. Cada lamina recebia 20uL de sangue e 5 pL de
agua destilada. O material foi espalhado e homogeneizado em area de 15x25mm sobre a
lamina. As laminas eram secas em temperatura ambiente por 12h e entdo fixadas pelo calor
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em estufa* (120°C por 20 min) e coradas pelo método de Giemsa. Entdo as microfilarias eram
contadas em microscopio éptico (aumento de 100x), sempre pelos mesmos dois operadores,
independentemente, e de forma cega (figura 11). O resultado era obtido pela média aritmética
das quatro leituras das duas laminas de cada amostra. A concentracdo de microfilarias era
ajustada para ImL multiplicando-se o resultado final de cada amostra por 50.

Figura 11. Técnica de contagem de microfilarias
para diagnéstico de Dirofilaria immitis.
Esfregaco de sangue corado pela técnica de
Giemsa para identificacdo microscopica de
microfilarias (setas) em laminas de esfregago
sanguineo para contagem de microfilarias corado
pelo Giemsa (aumento 100x). Fonte: Arquivo
pessoal.

Pesquisa de microfilarias nas amostras sanguineas era realizada pela técnica de
concentracdo de Knott (1939) modificado por Newton e Wrigth (1956) nos dias 0, 180, 360
(+/- 5 dias). Misturava-se 1mL de sangue com anticoagulante, com 9mL de solu¢do formalina
2% e centrifugava-se a mistura durante cinco minutos a 500G rpm. Apéds a centrifugacao,
desprezava-se 0 sobrenadante, e aliquotas do precipitado eram colocadas entre lamina e
laminula para avaliacdo por microscopia Optica com aumento entre 40 e 400 vezes. A
confirmacdo da espécie era realizada por avaliacdo da morfologia das microfilarias segundo
Newton e Wrigth (1956).

A pesquisa de antigenos de parasitos adultos de D. immitis era realizada com uma
aliquota de soro, sempre pelo mesmo operador, utilizando o método de ELISA (Enzyme
Linked immuno Sorbent Assay), pelo kit comercial SNAP 4Dx Plus®, conforme
recomendacdes do fabricante, nos dias 0, +180 e +360 (+/-5d).

O primeiro resultado negativo da pesquisa de antigenos foi considerado como
marcador da eliminagdo dos parasitos adultos. Entretanto, os animais s6 foram considerados
livres da infeccdo quando apresentassem dois resultados negativos com intervalo de seis
meses.

4 MedClave ST200 — Rio de Janeiro, Brasil
5 SNAP 4Dx Plus®, Laboratdrio Idexx, Maine, EUA.
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2.7.2 Exame fisico

O exame fisico dos animais foi realizado nos dias 0, +180, +240 e +360 (+/-5 dias).
Inicialmente o animal permanecia livie no ambiente do consultério para ambientacdo.
Durante esse periodo eram realizados o histérico e anamnese com seu tutor.

A seguir, realizava-se o exame fisico, sempre pelo mesmo médico-veterinario, com o
animal em estacédo, contido de forma manual por seu tutor. O exame fisico era composto por
afericdo dos pardmetros vitais como: 1) afericdo da frequéncia cardiaca por meio da palpacéo
da artéria femoral em um dos membros pélvicos; 2) afericdo da frequéncia respiratoria por
meio da observacdo dos movimentos respiratérios tordcicos; 3) avaliacdo do tempo de
preenchimento capilar na mucosa oral; 4) inspecdo das mucosas por meio da observagdo da
mucosa oral e conjuntival (FEITOSA, 2014).

Em seguida, era realizada ausculta cardiaca com auxilio de um estetoscopio
comecando pela regido do choque de ponta do lado esquerdo, localizando o foco mitral, mais
cranial e lateral a base cardiaca e do lado direito o foco tricUspide. A ausculta pulmonar era
realizada por meio da varredura completa do térax também com o auxilio do estetoscopio
posicionado nos espacos intercostais (CAMACHO; MUCHA, 2014).

2.7.3 Avaliagéo pulmonar

A avaliacdo pulmonar foi realizada por meio do exame radiogréafico de torax, nos dias
0, +180 e +360 (+/-5 dias). Foi utilizado o aparelho emissor de Raio-X analdgico da marca
Siemens de 300mA?® e a revelagéo feita a partir da técnica de radiologia computadorizada por
meio de digitalizadora da marca FujiFilm FCR Prima’®. Eram obtidas trés imagens de cada
animal: em decubito ventrodorsal, laterolateral direito e esquerdo e. As imagens foram
sempre avaliadas pelo mesmo operador, de forma cega.

Para a obtencdo da imagem radiografica, levou-se em consideracdo o célculo do KV,
utilizando-se a férmula KV = (e. x 2) + K, onde, e = espessura e K = constante. A espessura de cada
paciente foi obtida por meio de um espessdémetro e levou-se em consideracdo a constante com o valor
de 35, como recomendando pelo fabricante. Apds a obtencdo das imagens por meio do raio-x
analdgico, as mesas foram digitalizadas utilizando-se a digitalizadora das especificacbes acima
descritas e cada imagem foi processada por meio de um software FCR PRIMA® V CONSOL - versdo
2.05.0000.

Foram avaliados por meio das radiografias de cada paciente o calibre das artérias
pulmonares caudais, a artéria tronco pulmonar, os campos pulmonares e a silhueta cardiaca.

A avaliacdo do calibre das artérias pulmonares lobares caudais foi realizada por meio
da avaliacdo da projecdo ventrodorsal, na qual o diametro dos vasos foi comparado com o
didametro da porcdo média da nona costela (Figura 12) (THRALL, 2013). Quando presente, 0
aumento da artéria pulmonar lobar caudal foi classificado como discreto (aumento era inferior
a 20% do diametro da nona costela); aumento moderado (entre 20 e 50% do diametro da nona
costela) e grave (acima de 50% do didmetro da nona costela) (BENDAS, 2018).

6 Siemens, Berlim, Alemanha.
7 Fuji Film FCR Prima, Tokyo, Japéo.
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Figura 12. Imagem radiografica de térax
de um cdo, na posicdo ventrodorsal,
evidenciando aumento do calibre da
artéria pulmonar caudal (seta azul),
guando comparada com o diametro da
nona costela (seta amarela). Fonte: Ana
Carolina Mota (IEMEV).

A artéria tronco pulmonar também era avaliada na posi¢do ventrodorsal. Quando era
observado aumento de densidade em topografia de tronco pulmonar, sem visualizacdo de seu
contorno, 0 aumento do mesmo era considerado de grau discreto. Quando observado alguma
alteracdo na silhueta cardiaca nesta mesma topografia sem ultrapassar em 50% o
comprimento da costela sobreposta, 0 aumento era considerado moderado e caso a alteracao
fosse maior que 50% o aumento era considerado grave (BENDAS, 2018).

Para determinar o padrdo pulmonar em micronodular ou densificagdo difusa e para
classificar as alteracGes quando presentes, eram consideradas as alteracfes observadas nas
projecdes laterais (esquerda e direita, dividindo-se a imagem radiografica em quatro
guadrantes (Figura 13). As alteracbes foram classificadas como: 1) discretas, quando
presentes em apenas nos lobos pulmonares caudais dorsais; 2) moderadas, se ocupavam até
dois quadrantes; e 3) graves, quando trés ou quatro eram acometidos (BENDAS, 2018)

A determinacgéo da presenca de parasitos no interior da artéria pulmonar foi realizada
durante o exame ecodopplercardiografico e condicionada & presenca de linhas paralelas
hiperecdicas (corte longitudinal), medindo cerca de 1,3mm de didametro (Figura 14).
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Figura 13.Imagem radiografica de céo na posicao lateral direita, com divisdo em
quadrantes. Fonte: Ana Carolina Mota (IEMEV-RJ).

Figura 14. Imagem ecocardiografica corte transverso da base, realizado a partir
da janela paraestenal longitudinal modificado evidenciado presenca de linhas
paralelas hiperecoicas (seta branca), medindo cerca de 1,3mm de didmetro no
ramo direito da artéria pulmonar. Fonte: Arquivo pessoal
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2.7.4 Avaliacdo cardiaca

Radiografias toracicas foram utilizadas para avaliacdo da silhueta cardiaca, e o
ecodopplercardiograma para avaliagdo da funcdo ventricular (sistélica e diastolica) e
avaliacdo da pressdo arterial pulmonar nos dias 0, +180 e +360 (+/-5 dias).

O aumento das camaras cardiacas direitas era avaliado por meio do exame
radiografico como descrito por Kealy (2012) e Thrall (2013). O aumento era considerado
discreto caso houvesse somente aumento atrial, nos casos em que havia aumento
atrioventricular direito, o aumento era considerado moderado e nos casos em que havia
aumento de camaras direitas com imagem de “D” invertido considerava-se 0 aumento grave
(BENDAS, 2018)

O exame ecodopplercardiografico foi executado sempre pelo mesmo médico-
veterinario, conforme preconizado pela “Echocardiography Committee of the Specialty of
cardiology — American College of Veterinary Internal Medicine” com modificagdes sugeridas
por Boon (2011) e Madron (2016b) .

Para realizacdo do exame ecodopplercardiografico foi utilizado o aparelho da marca
Esaote MyLab 30 Vet Gold®® com transdutores setoriais multifrequenciais (1 a 4MHz ou 4 a
11MHz). O animal era submetido a tricotomia bilateral na regido toracica e em seguida
posicionado em decubito lateral, contido pelo tutor, sem utilizacdo de qualquer farmaco
sedativo. Apds posicionado era aplicado gel condutor para transmissdo do feixe de ultrassom
e realizacdo do exame, sendo o transdutor posicionado nas janelas sonogréaficas estabelecidas
por Madron (2016b).

A avaliacdo da funcdo ventricular esquerda foi realizada com a finalidade de garantir a
auséncia de alteracBes que pudessem repercutir na funcdo do ventriculo direito (VD). Para
isso foi realizada a avaliacdo no modo bidimensional da morfologia e funcdo das valvas
atrioventriculares e semilunares. O estudo Doppler foi realizado na avaliacdo da funcao
diastdlica. A avaliacdo da funcdo sistdlica foi realizada no modo unidimensional (modo-M)
pelo método de Teicholz.

A avaliacdo da funcdo ventricular direita foi realizada por meio de diferentes técnicas,
com objetivo de avaliar o comprometimento que a infeccdo causasse ao coragdo. Para
avaliacdo da funcdo sistélica foram realizadas: Variacdo fracional da area (FAC) do
ventriculo direito; excurséo sistolica do plano anular tricuspideo ou “tricuspide annular plane
systolic excursion” (TAPSE) e a mensuragdo da velocidade da onda S. Para avaliagdo da
funcdo diastolica foi realizada a avaliacdo do transtricuspideo e do Doppler tecidual do
ventriculo direito. Para avaliar a pressdo pulmonar foram consideradas as medidas de:
Gradiente de pressdo do fluxo turbulento da regurgitacdo da valva tricispide e do indice de
distensibilidade da artéria pulmonar (IDAP).

Para avaliacdo da variacdo fracional da area (FAC) do ventriculo direito (VD),
realizada no corte apical quatro camaras, foi mensurada a &rea diastélica maxima do
ventriculo direito (AVDD), obtida pelo modo bidimensional, fazendo-se o tracejado da regido
endocardica do VD, desde o anel valvar ao longo da parede livre até o apice, e depois de volta
ao anel valvar ao longo do septo interventricular (Figura 15a) repetia-se mensurando a area do
ventriculo direito na sistole (AVDS) e inseria-se o resultado na formula a seguir: FAC =
(JAVDD — AVDS]/AVDD)x100. Os resultados obtidos foram analisados comparando a
resposta ventricular a infec¢do no dia 0 e seu comportamento ao longo do tratamento, sendo
classificada a resposta positiva quando os valores obtidos fossem superiores aos do dia 0, e
como resposta negativa quando os valores fossem inferiores aos do dia O.

8 Esaote MyLab 30 VetGold, Genova ltalia
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Ainda nesse momento, durante a obteng&o da imagem do corte apical quatro camaras,
foi realizada a excursdo sistolica do plano anular tricuspideo ou tricuspide annular plane
systolic excursion (TAPSE) posicionando-se o cursor do modo-M sobre o anel trictspide e
mensurando a distancia de seu movimento durante a sistole, em centimetros (Figura 15b).
Foram considerados como normais valores acima de 1cm para cées de até 10kg; 1,5cm para
cdes entre 10 e 20kg e 1,5 a 2cm para caes entre 20 e 40kg (MADRON, 2016). Caso o valor
estivesse até 20% menor do que o estipulado se considerou como disfuncdo sistdlica
ventricular direita de grau discreto, entre 20 e 50%, grau moderado e mais que 50%, grau
importante.
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Figura 15. A - Imagem ecocardlograflca obtida pelo corte apical quatro
camaras modificado, evidenciando A- mensuracdo da alteracdo da é&rea
fraciondria do ventriculo direito (tracejado verde); B - Imagem
ecocardiografica em modo-M para a determinacdo da excursdo sistolica do
plano anular tricuspideo. Fonte: Arquivo Pessoal

Para avaliacdo do Doppler tecidual do ventriculo direito (TDI), utilizou-se o corte
apical quatro camaras posicionando-se a amostra sobre 0 musculo ventricular direito (parede
livre) proximo ao aparato valvar tricispide e analisou-se a onda S (parametro de funcéo
sistolica), sendo valores abaixo de 0,12m/s considerados diminuidos (CHETBOUL et al.,
2005). Para avaliacdo da funcdo diastélica do VD foram avaliados o fluxo transtricuspideo
(Figura 16a) e a relacdo entre as ondas E ¢ A além da avaliagdo das ondas E’ e A’ por meio
do Doppler tecidual (Figura 16b). A relacdo das ondas E/A no fluxo transtricuspideo e das
ondas E’/A’ foram consideradas normal quando os valores estavam acima de 1,12
(MADRON, 2016). Caso a relacdo das ondas fosse até 20% menor que o valor de referéncia
(1,12) a disfuncdo diastolica era classificada como de grau discreto, quando a relacéo
estivesse entre 20 e 50% sendo classificada de grau moderado, e quando maior que 50%,
disfuncdo grave (BENDAS, 2018). Valores de normalidade ainda ndo foram padronizados
para cdes, sendo assim os resultados foram comparados entre eles mesmos ao longo dos
diferentes momentos de tratamento.

Para estimativa da pressao sistolica arterial pulmonar (PSAP), foi utilizado o Doppler
colorido para avaliar se havia presenca de insuficiéncia da valva tricuspide. Se presente, a
avaliacdo por meio do Doppler continuo era realizada para determinagdo da velocidade
méaxima do jato regurgitante e que era utilizada para estimar a PSAP por meio da equacao de
Bernoulli modificada: gradiente de pressdo = 4 x (pico de velocidade do fluxo regurgitante?)
(Figura 17). Os valores eram considerados normais quando se encontravam abaixo de
30mmHg, e quando acima desse valor era considerada presenca de hipertensédo pulmonar. A
hipertensdo pulmonar com valores entre 30 e 50mmHg, era classificada de grau discreto.
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Quando entre 51 e 75mmHg, como de grau moderado, e grave quando o valor da PSAP
estava acima de 76mmHg (MADRON, 2016b).
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PRF 9.5kHz B
PRC 5-1

PST 2

WF 100 Hz

Figura 16. A) Imagem ecodopplercardiografica do fluxo transtricuspideo e B) Imagem
ecodopplercardiogréfica da analise com Doppler tecidual pulsado para avaliacdo da funcdo
ventricular direita. S: velocidade de excursao sistélica do miocéardio, E: pico de velocidade
diastdlica tardia. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 17. A. Imagem ecocardiogréafica obtida pelo corte apical quatro camaras, permitindo
a identificacdo de insuficiéncia da valva tricispide (seta verde); B- Imagem
ecodopplercardiograma do estudo por meio do Doppler continuo, evidenciado a pressdo
sistdlica arte arterial pulmonar estimada (PSAP=63.3mmHg). Fonte: arquivo pessoal.

Utilizando-se do corte paraesternal longitudinal modificado, foi possivel observar os
ramos direito e esquerdo da artéria tronco pulmonar, sendo nesse momento avaliados se havia
presenca de parasitos em seu interior e também era realizada a determinacdo do indice de
distensibilidade da artéria a pulmonar no modo-M.

Para avaliacdo do indice de distensibilidade da artéria pulmonar foram obtidas
imagens no modo-M e mensurando o didmetro do ramo direito da artéria pulmonar na sistole
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(DAPS) e o diametro da artéria pulmonar na diastole (DAPD) e os resultados aplicados na
equacdo: IDAP = ([DAPS — DAPD]/DAPS) x 100 (Figura 18).

Figura 18. indice de distensibilidade da artéria
pulmonar (IDAP) para no modo-M Para avali¢io
da pressdo da artéria pulmonar. Fonte: arquivo
pessoal

Os valores do IDAP abaixo de 35% foram considerados indicativos de hipertensdo
pulmonar; entre 35% e 28% compativel com hipertensdo pulmonar moderada; e quando entre
27% a 23% hipertensdo pulmonar grave (VENCO et al., 2014) .

2.8 Analise dos Dados

Foram elaboradas planilhas em programa Microsoft Excel® com os dados de histérico
e anamnese, exames laboratoriais, ecodopplercardiograma e de radiografias de térax. Uma
incluindo os resultados de todos os animais no dia 0 e aos +360 dias; e outra incluindo os
resultados de todos os animais no dia 0 e no dia da liberacéo do estudo, independentemente do
tempo entre o inicio do tratamento e a liberacéo.

A fim de se avaliar as variacGes entre os dias de tratamento nos diferentes momentos
com relacdo as variaveis gquantitativas idade, peso, valores de Microfilaremia e frequéncias
cardiacas e respiratérias foram realizadas comparacbes por meio da ANOVA com
desdobramento por Tukey.

Foi realizada transformacéo logaritmica no nimero de microfilarias em fungéo da alta
variacdo nos dados e posteriormente as médias antes e ap0s o tratamento foram comparadas
por meio do teste t de student e elaborado um grafico Box Splot para plotagem dos valores
referentes as médias e respectivos desvios-padrdo destes momentos.

Com o objetivo de verificar se o tratamento provocou alteracdo nos pesos no decorrer
do tratamento, também foram estimados os coeficientes de correlacdo de Pearson entre 0s
pesos nos dias de tratamento e um grafico de disperséo foi elaborado entre 0s pesos no inicio
e no final do tratamento.

Para as variaveis hematoldgicas, bioquimicas, alteracGes radiograficas e pulmonares
pelo fato dos seus valores terem sido apresentados em escores, foi aplicado o teste ndo
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paramétrico de Friedman a fim de se verificar possiveis diferencas estatisticas significativas
entres os rankings (valores) nos diferentes momentos do tratamento. Para todos os testes foi
considerado 5% de significancia e utilizado o programa SPSS®IBM — versao 18.0
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3. RESULTADOS
3.1 Animais

Foram incluidos 19 animais que atenderam os critérios de inclusdo e iniciaram o
protocolo de tratamento. Entretanto, dois deles foram excluidos; uma exclusdo se deu por
tratamento com doxiciclina fora da prescrigéo do estudo e outra por gestacdo. Assim, todas as
avaliacOes apresentadas foram realizadas com 17 caes.

Dentre os 17 animais, a distribuicdo por sexo foi semelhante, sendo nove fémeas 53%
(9/17) e oito machos 47% (8/17). A maior parte dos animais era castrada 64,7% (11/17), entre
as fémeas cinco eram castradas 55,5% (5/9) e entre os machos seis, 75% (6/8).

A maioria dos animais ndo tinha raca definida (11/17) e dentre os seis com raca
definida havia: Miniatura Pinscher (1); Dachshund pelo curto (1); Terrier Brasileiro (1);
Délmata (1) e Labrador Retriever (2). Apesar dos critérios de inclusdo definirem a faixa de
idade em 1 a 10 anos, no dia O a idade dos animais apresentava varia¢do entre um e 0ito anos
(x =4,9+2,0; c.v=42,15%).

3.2 Avaliacéo da Seguranca do Tratamento

As variaveis hematoldgicas se mantiveram estaveis ao longo do estudo e dentro dos
valores de referéncia para a espécie. Vale salientar que a plaquetometria (Fr= 0.1059; p=
0.9911) (Figura 19a) e os valores das contagens de eosindfilos (Fr=4.2882; p= 0.232) (Figura
19b), mais susceptiveis a variagdes no curso de infeccdes por D. immitis ou durante seu
tratamento também ndo variaram. Além disso, os resultados das provas bioguimicas para
avaliacdo hepatica e renal também ndo variaram no decorrer do tratamento: ureia (Fr=0.1412;
p=0.9865); creatinina (Fr= 0.1059; p= 0.9911); ALT (Fr= 1.2353; p= 0.7446) e; fosfatase
alcalina (Fr=0.1059; p=0.9911).

Os resultados dos exames de sangue e da pesagem dos animais sugeriram que 0
tratamento instituido ndo ocasionou efeitos adversos. E ressalta-se que nenhum animal
apresentou efeitos gastrointestinais como vOmitos, que poderiam ser causados pela
administracdo da doxiciclina.
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Figura 19. Comparacdo entre as médias dos valores de eosinofilos (A) e plaguetas (B)
ao longo dos tratamentos, pelo teste de Friedman. D=dia
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No dia 0, os cdes pesavam entre 5,2kg e 49kg (¥ =18,6+£10,9; c.v=57,1%) e no dia
+180 a média de peso se manteve semelhante (X =19,3+11; ¢.v=56,9%) (t=1,63; p 0,1208). J&
no dia +360 a média dos pesos (¥ =19,6+11,1; c.v=57%) foi superior & do dia 0 (t =2,19; p=
0,0432). A correlacdo entre os pesos foi altamente positiva e significativa (1) demonstrando
que os animais mais pesados no dia 0 também foram os mais pesados no dia +180 (Figura
20). A diferenca entre o peso no dia 0 e no dia +360 foi positiva em 12 animais (70,6%),
negativa em trés animais (17,6%) e ndo variou em dois animais (11,8%)
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X=Peso(kg) nodia0 Y=Peso(kg) no dia 180
Figura 20. Dispersdo do peso corporal de caes
naturalmente infectados por Dirofilaria immitis
submetidos ao tratamento com moxidectina de
liberacdo lenta associada a doxiciclina no dia 0 e ao

final do tratamento.

3.3 Avaliacéo da Eficacia do Tratamento

3.3.1 Avaliacéo parasitologica

No dia 0, a maioria (88,2%) dos animais era microfilarémico (15/17) e a media da
concentracdo de microfilarias era 20.503 mf/mL. Apos 30 dias, o tratamento reduziu a média
da concentragdo para 7.671 mf/mL e no dia +150 todos os animais apresentavam-se
amicrofilarémicos. Utilizando-se transformacdo logaritmica dos valores de microfilaremia
observou-se que houve reducdo entre os dias 0 e +30. A média no dia 0 foi 3,33 mf/mL
(x =3,33+1,5; ¢.v=171,31%) e no dia 30 foi 2,9 mf/mL (¥ =2,9£1,6; c.v=133,64%) (t=3,54;
p=0,003) (Figura 21).
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Figura 21. Box Splot das médias, desvios-padrao,
minimo e méximo da concentracdo de microfilarias
por em amostras sanguineas de cdes naturalmente
infectados por Dirofilaria immitis submetidos ao
tratamento com moxidectina de liberacdo lenta
associada a doxiciclina coletadas nos dias 0 (DO) e
+30 (D30).

No dia +180, 58,8% ndo apresentava antigenemia (10/17) e no dia +360 de tratamento
outros cinco animais soroconverteram 29,4% (5/17). Todos os 10 cdes que deixaram de
apresentar antigenos no dia +180 foram considerados livres da infeccdo aos 12 meses de
tratamento uma vez que a soroconversdo foi mantida. Apenas dois cées, apesar de terem se
tornado amicrofilarémicos no dia +150, ndo soroconverteram a negativos até o dia +360 de
tratamento.

3.3.2 Avaliacédo pulmonar

No dia O apenas sete cdes apresentavam tosse (41,2%) e destes, dois animais
continuaram a apresentar tosse durante todo o periodo de tratamento (28,6% - 2/7). Cabe
ressaltar que em um deles ocorreu a soroconversao no dia +360 e que 0 outro nao
soroconverteu. Nenhum dos outros animais (15/17) apresentava tosse no dia 360.

Dispneia foi um achado pouco frequente durante todo o periodo do estudo, tanto assim
que, no dia 0, 18% (3/17) dos cdes apresentavam-na e dentre eles um ainda apresentava
dispneia no dia em que soroconverteu (dia 360). Nenhum dos outros animais (16/17)
apresentava dispneia no dia 360. Cabe ressaltar que embora a dispneia tenha sido raramente
diagnosticada, dois cdes foram medicados com prednisona (1mg/kg/SID/ 7 dias) para
controlar episddios de dispneia agudos.

Um animal que ja se apresentava dispneico no dia O apresentou um episodio de
agravamento no dia +65 dias ap0s tratamento que foi controlado com a medicagdo instituida.
Entretanto, o paciente permaneceu dispneico até o dia +360, quando soroconverteu. O outro
cdo, que nado se apresentara dispneico no dia 0, apresentou episddio de dispneia subita no dia
+270 apds o tratamento e respondeu satisfatoriamente a medicacdo instituida, mantendo-se
eupneico até o dia +360, quando soro converteu.

No dia 0 a maioria dos animais apresentava ruido expiratério aumentado 82,3%
(14/17), no dia +180 apenas trés cdes deixaram de apresentar a alteracdo e dois que nédo
apresentavam passaram a apresentar. No dia +360 o numero de animais com ausculta
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pulmonar normal passou a 9 52,9% (9/17), sendo que dentre aqueles que apresentavam ruido
expiratorio aumentado apenas 1 ndo apresentava a alteracdo no dia 0.

N&o houve diferenga nas médias das frequéncias respiratdrias nos dias 0 (x =32; p=
0,2457), +180 (x =34; p=0,3628) e +360 (x =33; p= 0,4974).

No dia 0 s foi possivel visualizar helmintos na artéria pulmonar (figura 22) em 41,2%
dos animais (7/17). No dia +180, em 17,6% dos animais (3/17) a visualizacdo ainda era
possivel e no dia +360 em apenas 1 animal (5,9%) ainda havia parasitos visiveis. Interessante
ressaltar que este animal que ndo deixou de apresentar parasitos visiveis, soroconverteu no dia
+360.

Figura 22. Imagem ecocardiografica em modo
bidimensional, evidenciando presenca de estruturas
lineares hiperecoicas, no interior da artéria pulmonar,
em corte longitudinal, indicativo de presenca de
parasitos de Dirofilaria immitis, em cdo naturalmente
infectado antes de receber o tratamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.

No dia 0, todos os animais apresentavam pelo menos uma alteracdo pulmonar ao
exame radiografico. A alteracdo mais frequente foi densificacdo difusa, observada em todos
(Figura 24). O aumento das artérias pulmonares caudais e 0 aumento do tronco pulmonar
(Figura 23) foram observados com igual frequéncia 47,1% (8/17), e a marcacdo micronodular
(Figura 24) foi observada com a menor frequéncia 29% (5/17) (Tabela 1).
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Tabela 1. Numero de animais segundo avaliagdes pulmonares ao longo do tratamento com
moxidectina de liberacdo lenta associada a doxiciclina, de acordo com o grau das alteracdes.

Avaliacoes Dia 0 Dia +180 Dia +360
N D M G N D M G N D M G
Art Pulm Caudais 9 6 2 0 8 8 1 0 13 4 0 O
Tronco Pulmonar 9 7 1 0 11 5 0 1 14 2 0 1
Densificacdo difusa 0O 10 6 1 0 10 7 O 1 10 6 O
Marc.micronodular 12 5 0 0 12 5 0 0 12 5 0 0

N= normal ou ausente; D=discreto; M=moderado; G=grave; Art= Artéria; Pulm= Pulmonar; Marc=Marcag¢éo

Figura 23.
ventrodorsal

Imagem radiografica de torax, na projecao

(VD) evidenciando aumento de artéria
pulmonar caudal (seta amarela) e aumento moderado de
tronco pulmonar (circulo amarelo) em cdo naturalmente
infectado por Diroflaria immitis, antes do tratamento (Dia
0). Fonte Arquivo Pessoal.
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Figura 24. Imagem radiografica de tdrax na projecdo latero-lateral esquerda,
evidenciado discreto padrdo micronodular (seta amarela) e grave densificacdo difusa do
parénquima pulmonar (seta branca) em cdo naturalmente infectado por Dirofilaria
immitis, antes do tratamento. Fonte: Arquivo Pessoal.

No dia +180, a densificacdo difusa continuava a ser observada em todos o0s animais, 0
aumento das artérias pulmonares caudais passou a ser observado em mais um animal,
passando a ser observado em nove (53%) e o0 aumento do tronco pulmonar deixou de ser
observado em trés embora um animal que antes ndo apresenta-se a lesdo tenha passado a
apresenta-la 35,3% (6/17). A marcacdo micronodular deixou de ser observada em dois
embora outros dois animais tenham passado a apresenta-la 29% (5/17) (Tabela 1).

No dia +360, a densificacdo difusa foi observada em 16 animais (94,1%), o aumento
das artérias pulmonares caudais passou a ser observado em 4 animais que apresentavam a
alteracdo desde o dia 0 (23,5%) e o aumento do tronco pulmonar foi observado em trés
animais, sendo que um deles ndo apresentava a lesdo no dia 0 embora apresentasse no dia 180
(17,6%) (Tabela 1).

A variacdo da classificacdo das alteracBes radiograficas pulmonares ao longo do
tratamento foi sutil (tabela 2). A maioria dos cdes ndo apresentou piora na avaliacdo pulmonar
entre os dias 0 e 360 67,7% (11/17). Dois animais apresentaram piora na avaliagdo da
densificacdo difusa, um animal tanto na densificacdo difusa quanto no calibre das artérias
pulmonares caudais, dois animais passaram a apresentar marcacdo micronodular discreta.
Dentre os 10 animais que foram considerados livres da infec¢do, apenas dois tiveram um
pardmetro da avaliacdo pulmonar agravado no dia 360. Um animal que ndo apresentava
aumento do tronco pulmonar passou a apresenta-lo em grau discreto e outro animal que
apresentava densificacdo difusa de grau discreto passou a apresenta-la em grau moderado
(Tabela 1).
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Tabela 2. Comparacdo entre as classificagcbes das alteracGes radiogréaficas pulmonares
(ausente, discreta, moderada ou grave) observadas no dia 0 e no momento da soroconversao
em cdes submetidos ao tratamento com moxidectina de liberagdo lenta associada a
doxiciclina.

Alteracdes Dia 0 X Soroconverséo
Fr P valor
Densificacdo difusa 0,2353 0,8084
Padrdo micronodular 0,2353 0,8084
Aumento calibre do tronco pulmonar 0,0588 0,6276
Aumento calibre das artérias lobares caudais 0,0588 0,6276

Fr= teste de Friedman;

3.3.3 Avaliacdo cardiaca

No dia 0, apenas trés animais apresentavam sopro sistélico em foco tricuspide (17,6%
- 3/17) e no dia que soroconverteram (dia +180) dois deixaram de apresentar o sopro. O
animal que ndo deixou de apresentar o sopro, soroconvereteu no dia +360.

N&o houve diferenca nas médias das frequéncias cardiacas nos dias 0 (x =123; p=
0,9055), 180 (x =123; p=0,3830 ) e 360 (x =124; p= 0,8208), apesar de terem se mantido
discretamente acima dos valores de referéncia para espécie.

A silhueta cardiaca de todos o0s animais apresentava-se aumentada no dia 0. O
aumento atrioventricular direito (figura 25) apresentava-se discreto na maioria dos animais
70,6% (12/17) e moderado em 29,4% (5/17). No dia da soroconversdo (dia +180) em apenas
um animal foi observada a piora do remodelamento cardiaco passando de discreto a
moderado. No dia +360 o cdo que teve o remodelamento agravado no dia +180, permaneceu
na mesma categoria (moderado). Outro cdo apesar de ter soroconvertido no dia 180, sO
apresentou alteracdo na categoria no dia 360, passando de moderada para discreta.

Na avaliacdo da fungdo sistdlica do ventriculo direito, as médias dos valores da
excursdo sistélica do plano anular tricuspide (TAPSE) nos dias 0 (x=11mm), +180
(x=12,5mm) e +360 (x=11,2mm) foram semelhantes (Fr=0,3529; p=0,8382). N&o houve
diferenca nos valores da variacdo fracional da area (FAC) do ventriculo direito entre os dias 0
(x =57,8%), 180 (x =62,7%), 360 ( x =59,9 %). Entre dia 0 e 180 (t=-1,3769; p=0,0937),
entre dia 0 e 360 (t=-0,5833 ;p= 0,5678), entre dia 180 e 360 (t=0,8660 ;p= 0,3887). Os
valores da onda S foram semelhantes nos dias 0 (x = 0,22m/s ) , dia 180 (x = 0,20 m/s) e
no dia 360 (x = 0,20m/s). %). Entre dia 0 e 180 (t=0,6415; p=0,5303), entre dia 0 e 360
(t=0,9599; p= 0,3514), entre dia 180 e 360 (t=-0,1148; p= 0,9100).

Na avaliagdo da funcdo diastolica do ventriculo direito, as medias dos valores da
relagdo entre as ondas E e A (E/A) foram semelhantes, sendo 1,1 no dia 0; 1,2 no dia 180; e
1,3 no dia 360. Assim como foi observada semelhanca na avaliacdo da relacéo entres as ondas
Et/At, sendo 0,8 no dia 0; 0,9 no dia +180 e 1,0 no dia +360.
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projecdo  ventrodorsal (VD) evidenciando
aumento atrioventricular direito moderado (seta
amarela), em cdo naturalmente infectado por
Diroflaria immitis aos 180 dias de tratamento.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Na maioria dos animais a avaliacdo da pressdo pulmonar pelo do indice de
distensibilidade da artéria pulmonar (IDAP) no dia O apresentava-se dentro dos valores de
referéncia (76,5 % 13/17). Enquanto pela equacdo de Bernoulli modificada, ndo foi possivel
determinar a pressdo pulmonar em 94,1% (16/17). As alteracfes determinadas foram: dois
(11,8%) como discreto pela avaliagdo do IDAP; um como grave (5,9%) pelo IDAP; e um
como discreto pelo IDAP e moderado pela equacdo de Bernoulli modificada (63mmHg)

(Figura 26).
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Figura 26. Imagem ecocardiografica do estudo por
meio do Doppler continuo, evidenciado a pressdo
sistolica arterial pulmonar estimada (63.3mmHg).

Fonte: Arquivo Pessoal
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Quando as valvas trictspide e pulmonar apresentavam-se insuficientes, a alteracdo ja
estava presente desde o dia 0. Apenas quatro animais apresentavam insuficiéncia da valva
tricuspide no dia 0 (23,5%), sendo que um deles deixou de apresentar a insuficiéncia no dia
+180 e outro no dia +360. No dia 0 a insuficiéncia da valva pulmonar foi observada em sete
animais 41,2% (7/17); no dia +180 dois deles deixaram de apresentar a alteracdo 28,6 % (2/7)
e; dois 40% (2/5) dos que tinham a insuficiéncia da valva pulmonar no dia 180 deixaram de
apresenta-la no dia 360.

A variacdo das alteracOes ecocardiograficas entre o dia O e o dia da soroconversao foi
sutil (Tabela 3). A silhueta cardiaca, TAPSE, IDAP e E/A ndo apresentaram diferenca. No
entanto o valor médio da FAC aumentou no dia da soroconversdo e a média dos valores da
onda S diminuiram (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacdo entre os metodos de avaliacdo cardiaca realizados no dia 0 e no
momento da soroconversdo em cées submetidos ao tratamento com moxidectina de liberacdo
lenta associada a doxiciclina comparados pelo teste de Friedman (Fr) e pelo teste t de student.

Métodos avaliacdo cardiaca

Fr (%) p valor

TAPSE 0,2353 0,8084
IDAP 0,2353 0,8084
E/A 4,7647 0,4386
Et/At 0,0588 0,0029
Silhueta cardiaca 0,0588 0,6276
T p valor

FAC -1,8669 0,0415
Onda S 1,9324 0,0369

TAPSE=da excursio sistolica do plano anular tricispide; IDAP=indice de distensibilidade da
artéria pulmonar; E/A=fluxo transtricuspideo; Et/At=avaliacdo da funcdo diastolica pelo
Doppler tecidual.

A avaliacdo da funcao diastdlica entre o dia 0 e o dia da soroconversao, mostrou que o
fluxo transtricuspideo ndo variou (Fr=0,6; p=0.4386). Entretanto quando avaliada pelo
Doppler tecidual, houve melhora (Fr= 4,7647; p=0,029) (tabela3).
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4. DISCUSSAO

Dentre os 19 animais incluidos, aqueles que foram excluidos do estudo 10,5% (2/19),
o foram em virtude de gestacdo ou uso de medicacdo indevida, portanto nenhum animal que
recebeu o tratamento foi excluido por qualquer razdo que pudesse ser atribuida ao tratamento.

Como a distribuicdo por sexo dos animais que permaneceram no estudo foi
semelhante é possivel inferir que, apesar da amostragem reduzida, machos e fémeas tendem a
se infectar em igual frequéncia, como ja demonstrado anteriormente (LABARTHE et al.,
2014).

Os exames de sangue realizados para avaliagdo da seguranca do uso da moxidectina
injetavel de liberagdo lenta com maior frequéncia que a recomendacao de bula ndo acarretou
em alteracGes dignas de nota, mesmo quando a plaquetometria, contagem de eosinofilos, e
dosagens séricas de ureia, creatinina, ALT e fosfatase alcalina foram avaliadas. A utilizacdo
do dobro da dose de bula anual ndo impactou na salde de animais independente de idade,
raca, Sexo ou peso.

As contagens de eosindfilos e de plaquetas mantiveram-se inalteradas ao longo do
estudo, contrariando o esperado (RAWLILNGS, 1986; CALVERT et al., 1998; RIDYARD,
2005, TAKASHIMA et al, 2017), o que permite inferir que as propriedades
imunomoduladora e de acdo sobre células sanguineas da doxiciclina (GLETTE et al., 1986;
GABLER;CREAMER, 1991; GRIFFIN et al., 2010; GARRIDO-MESA et al., 2013) tenha
contribuido para que esta estabilizacdo ocorresse.

Ao longo do tratamento, os animais mais pesados permaneceram COmMO 0S mais
pesados do grupo e no dia +360, a média dos pesos foi superior a média do dia 0 assim como
observado em estudo semelhante (BENDAS, 2018), sugerindo que a restricdo ao exercicio
recomendada e a provavel eliminacdo de parasitos gastrointestinais pela acdo moxidectina
(BLAGBURN et al., 1992; BOWMAN et al., 2003; AUSTIN et al., 2013; BIENHOFF et al.,
2013) favoreceram o ganho de peso.

Como a eliminacdo da microfilaremia de todos os caes foi confirmada no dia +150,
com reducdo significativa ja no dia +30 (p=0,003), é possivel inferir que o tratamento com
moxidectina de liberacdo lenta associado a doxiciclina impede que mosquitos ao realizarem
repasto sanguineo possam ingerir microfilarias vidveis, que pudessem se constituir em
ameaca a eficacia profilatica da classe lactona macrociclica. Aparentemente a utilizacdo da
moxidectina de liberag&o lenta associada com doxiciclina foi mais eficaz na eliminagéo das
microfilarias em até 150 dias, do que a aplicacdo topica de imidacloprida 10%+moxidectina
2,5% associada a doxiciclina (BENDAS 2018). Sabe-se que os tratamentos somente com
doxiciclina (10mg/kg/dia durante 21 dias) ou somente com imidacloprida 10%-+moxidectina
2,5% topica (2,5-6,2 mg/kg) em duas aplicagdes mensais foram capazes de reduzir a
microfilaremia, mas ndo elimina-la (BENDAS et al., 2008; BOWMAN et al., 2015).

Como o tratamento adulticida implica em cuidados intensivos, e que a eliminacdo dos
vermes pode causar alteracfes graves e até mesmo o 6bito (AHS, 2018), é imprescindivel que
as lesdes provocadas pela morte dos parasitos sejam avaliadas em todas as etapas de um
tratamento. Essa discussdo chama a atencdo para o tratamento proposto no trabalho, sendo
uma alternativa interessante, uma vez que em nenhum dos animais tratados houve grave
complicacdo ou morte, como em animais tratados com dicloridato de melasormina
(RAWLINGS, 1986; ATWELL, 1988; ATKINS, 2009; AHS, 2018).

A soroconversdo de 10 cées (58,8%) no dia +180 com a manutencdo do status
soroldgico no dia +360 mostrou que o tratamento foi eficaz na eliminacdo dos parasitos
adultos, uma vez que a soroconversao é exata em determinar a eliminacéo de parasitos adultos
(SAVADELIS et al., 2017). Como a instituicdo de tratamento de infec¢Bes naturais a base de
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imidacloprida 10% + moxidectina 2,5% tdpica mensal associado a doxiciclina
(10mg/kg/BID) promoveu a soroconversao de 53,6% dos animais no dia +180, de 28,6% no
dia +360 e de 17,9% no dia 540 e todos tiveram o status soroldgico confirmado 180 depois
(Bendas, 2018), pode-se supor que os 5 cdes (29,4%) que soroconverteram no dia 360
manterdo o status com a continua¢do do tratamento e que os 2 (11,8%) que ainda nao
soroconveteram o fardo a medida em que o tratamento progrida (dia 540) e que também
eliminardo os parasitos adultos.

O efeito do tratamento sobre a tosse merece destague uma vez que uma parcela
significativa dos animais (41,2%) apresentava tosse no dia 0, tornando evidente o impacto da
infeccdo no leito vascular pulmonar, considerando que nesses animais a tosse representa uma
consequéncia do processo inflamatorio pulmonar (MCHAFFIE, 2012). Tanto assim que dos
animais que ainda apresentavam tosse no dia +360, um soroconverteu tardiamente (dia +360)
e 0 outro ndo soroconverteu. Entretanto, outros animais que soroconverteram com 360 dias
ndo apresentavam tosse, sugerindo que fatores como carga parasitaria (absoluta e relativa) ou
resposta imune do hospedeiro possam estar envolvidos na gravidade do processo inflamatorio
(GRANDI et al., 2007;MCHAFFIE, 2012; SIMON et al., 2012).

Apesar da dispneia também ter sido um achado raro durante o estudo, o fato de dois
animais terem apresentado episodios de dispneia que demandaram tratamento especifico entre
dois e trés meses apds a administracdo dos medicamentos sugere que a morte dos parasitos
tenha aumentado a inflamacdo pulmonar, como ja observado anteriormente (RAWLILNGS,
1986; Rozanski e Rush, 2004; Guerreo, 2005; Calvert, 2008; Kramer et al., 2008; Dingman et
al., 2010).

Mesmo que a maioria dos animais ndo apresentasse dispneia ou tosse, mais da metade
dos animais (82,3%) apresentavam ruidos expiratorios aumentados ao exame fisico no dia 0,
sugerindo que o processo inflamatdrio ja esta presente nas pequenas vias aéreas mesmo antes
do surgimento de outros sintomas, sendo um achado frequente em cées com dirofilariose
(RAWLILNGS, 1986; Atwell, 1988; BOWMAN;ATKINS, 2009; BENDAS, 2018).

A frequéncia respiratoria se manteve discretamente aumentada durante o estudo,
sugerindo a necessidade de uma maior captacdo de oxigénio para suprir as demandas
fisiologicas, uma vez que a inflamacdo pulmonar pode dificultar que as trocas gasosas
ocorram normalmente (ATWELL, 1988; BOWMAN; ATKINS, 2009). Entretanto, ndo é
possivel descartar que fatores extrinsecos a doenca como agitagdo do paciente e o estresse por
estar fora de seu ambiente domiciliar possam ter interferido nesses valores (FERREIRA,
2014)

Como a visualizacdo de helmintos na artéria pulmonar sé foi observada em 41,2% dos
animais no dia 0, cabe ressaltar que a avaliacdo ecodopplercardiografica ndo deve ser
utilizada como meio diagnostico da infeccdo devido a sua baixa sensibilidade (MADRON,
2016a). A visualizagdo dos parasitos adultos na artéria pulmonar foi se tornando menos
frequente ao longo do estudo, sugerindo sua eliminacdo. Essa eliminacdo foi confirmada pela
soroconversao, apesar de um animal gque ainda apresentava parasito visivel no interior da
artéria pulmonar ter soroconvertido. Este achado aponta para a possibilidade da visualizacéo
de parasitos machos, ou de fémeas jovens, uma vez que 0s testes sorol0gicos sdo0 menos
sensiveis a essas formas (LEE, 1975; MCCALL, etal., 2001; ATKINS, 2003; VELASQUEZ
et al., 2014; NELSON et al., 2016; HENRY et al., 2018) ou ainda de parasitos mortos.

Como no momento da incluséo todos os animais apresentavam alteragdes pulmonares
pode-se sugerir que os pulmdes sejam 0s primeiros a sofrer as consequéncias da infeccao.
Portanto, como o habitat dos parasitos é principalmente as artérias pulmonares, as alteracdes
radiogréaficas dos pulmdes sdo um importante parametro na avaliagdo do paciente antes de se
iniciar o tratamento ou para acompanhamento terapéutico (CARLISLE, 1988; KRAMER et
al., 2008; NELSON et al., 2016; BENDAS, 2018). Sendo assim podemos destacar que a
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dirofilariose apesar de ser conhecida popularmente como “verme do coracao” (LABARTHE
et al, 2009) é uma doenca pulmonar.

A inflamagdo pulmonar identificada como densificagcdo difusa esteve presente em
todos os animais nos dias 0 e +180 e apenas um deles deixou de apresenta-la no dia +360,
reforcando a importancia do cuidado com os pulmdes durante o tratamento adulticida. J& a
recuperacdo observada nas condicOes das artérias pulmonares caudais e do tronco pulmonar
durante o tratamento, sugere que o tratamento melhorou as condigdes vasculares pulmonares
apesar de ndo ter havido diferenca significativa.

Considerando os resultados observados é possivel sugerir que apesar da importancia
das alteracdes pulmonares no dia 0, observou-se alteracGes sutis que apontaram para melhora
das condi¢Bes pulmonares ao longo do tratamento. E possivel que apesar de algumas
alteracbes pulmonares serem cicatriciais (SIMON et al., 2012), que outras alteracdes nos
pulmdes possam regredir com o passar do tempo, assim sugere-se que 0 paciente sejam
acompanhados mesmo apos terem sido considerados livres da infeccgéo.

O efeito do tratamento sobre o sopro sistélico em foco tricispide, ndo pode ser um
parametro de avaliacdo da eficacia do tratamento, uma vez que no dia 0 apenas 17,6% (3/17)
dos animais apresentavam o sopro. Entretanto como o sopro em foco trictspide é um achado
clinico que pode ocorrer em cdes com dirofilariose em funcdo do aumento da resisténcia
vascular periférica (RVP) (ATWELL, 1988) que acarreta a sobrecarga pressorica no interior
do VD e com isso o aparato valvar permite a passagem de fluxo sanguineo em alta velocidade
(WIEDEMANN;MATTHAY, 1989), o fato de dois animais terem deixado de apresentar o
sopro no dia da soroconversdo, e consequentemente apos a eliminacdo dos parasitos adultos,
sugere que a RVP foi reduzida permitindo a coaptacdo adequada do aparato valvar.

A manutencdo da frequéncia cardiaca dentro dos valores de normalidade da espécie
durante o estudo sugere que ndo houve estimulacdo simpatica traduzida como sinal de
estabelecimento de insuficiéncia cardiaca congestiva (STRICKLAND, 2008), mesmo
considerando os animais que demoraram mais para soroconverter (soroconversdo aos 360 dias
e aqueles que ndo soroconverteram).

Apesar dos critérios de inclusdo terem limitado a idade dos animais evitando aqueles
com idade avangada e terem exigido que ndo apresentassem alteragcdes dignas de nota ao
exame clinico, todos apresentavam remodelamento da silhueta cardiaca, sugerindo gque essa
alteracdo é frequente em cdes portadores da dirofilariose. As alteragdes de categoria durante o
tratamento foram observadas em dois animais, sendo que em um agravou (discreto para
moderado) e em outro melhorou (moderado para discreto). Assim, a silhueta cardiaca
mostrou-se eficaz na avaliacdo dos animais apesar de demandar varia¢fes intensas para serem
perceptiveis ao exame radiografico (BAHR, 2015)

A manutencdo dos valores da avaliacdo de funcdo sistdlica ao longo do estudo
demonstra que o tratamento n&o influenciou na fungdo. Entretanto, quando as medidas do dia
0 foram comparadas com as medidas do momento da soroconversdo foi possivel observar que
a variacdo da FAC aumentou, sugerindo melhor desempenho da funcgéo sistélica do VD
(SERRANO-PARRENO et al., 2017). Contudo, a velocidade da onda S diminuiu o que pode
ser interpretado como uma reducéo do desempenho da funcgéo sistolica do VD. Esses achados
quando analisados de maneira isolada podem comprometer a sua interpretacdo, portanto
devem ser avaliados em conjunto com a fungdo diastolica.

A funcéo diastolica mostrou que o fluxo transtricuspideo se manteve normal por todo
estudo, apesar do Doppler tecidual ter evidenciado a disfuncdo diastolica do VD. Assim o
Doppler tecidual foi 0 método mais sensivel na detecgdo das altera¢es da fungdo diastdlica.
Apesar dessa diferenca de sensibilidade ser conhecida na avaliagdo da fungéo diastdlica do
ventriculo esquerdo (BOON 2011; MADRON, 2016), pouco se sabe sobre essas medidas na
avaliacdo diastolica do VD, principalmente em cdaes portadores de dirofilariose. Ao se
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observar melhora da funcdo diastolica do VD no momento da soroconversdo passando de
moderada para discreta na maioria dos animais, sugere que a disfuncdo diastolica é
consequéncia da dirofilariose, mesmo na auséncia de insuficiéncia cardiaca congestiva.

Quando as informacdes das funcgdes sistolica e diastolica do VD sdo avaliadas em
conjunto, compreende-se que, apesar da variagdo da categoria da disfuncédo diastolica ter sido
minima, traduz a reducdo da complacéncia ventricular (BOON, 2011). A reducdo no
relaxamento ventricular reduz o volume diastolico final e, consequentemente, reduz a resposta
miocardica do VD representada pela onda S. Contudo, a reducdo da onda S também pode ser
interpretada como a normalizacdo da resposta do VD a sobrecarga, considerando que o
aumento da pressdo no interior da camara promova o0 aumento da forca de contracao
(CHETBOUL et al.,, 2005). Entretanto, a eliminacdo dos parasitos adultos interrompe o
estimulo para o desenvolvimento das lesdes endoteliais e consequente reducdo da sobrecarga
pressorica no VD, reduzindo a sua resposta compensatoria, traduzida na reducéo da onda S.

A avaliacdo do indice de distensibilidade da artéria pulmonar (IDAP) permitiu
determinar a existéncia de sinais de hipertensdo arterial pulmonar nos casos que a ndo foi
possivel a determinacdo da mesma por meio da velocidade da regurgitacdo de valva tricispide
ou pulmonar, pela formula de Bernoulli modificada (VENCO et al, 2014).

Né&o é possivel afirmar que a pressdo pulmonar teria melhorado com a eliminacao dos
parasitos adultos por que a maioria dos animais (76%) ndo apresentava alteracdo nas
avaliacdes da pressdo pulmonar no dia 0. Entretanto, é interessante ressaltar que ndo houve
diferenca entre o dia 0 e o dia da soroconverséo sugerindo que a morte dos parasitos adultos,
ndo gerou tromboembolismo que acarretasse repercussdo pressorica (RAWLILNGS, 1986;
ROZANSKI ;RUSH, 2004; GUERREO, 2005; CALVERT, 2008; KRAMER et al., 2008).
Além disso, pode-se sugerir que como o IDAP ja foi demonstrado como um indicie eficaz
para avaliagéo da pressdo pulmonar em cées com dirofilariose (VENCO et al., 2014; VISSER
et al., 2016), deva ser sempre associado ao uso da avalicdo da velocidade da regurgitacdo de
trictspide, uma vez que a fibrose vascular dificulta as avaliagdes. Por outro lado, o IDAP é
menos susceptivel a intercorréncias que podem interferir na avaliacdo da pressdo pulmonar
tais como, agitacdo o paciente, conformacdo da caixa toracica do animal, tamanho da
regurgitacdo (BOON, 2011; VENCO et al., 2014; MADRON, 2016; VISSER et al., 2016).

A valva tricuspide foi pouco influenciada pelo tratamento, tanto assim que nenhum
animal desenvolveu insuficiéncia valvar durante o tratamento, e metade dos que apresentavam
essa alteracdo (2/4), deixou de apresenta-la. Fato semelhante ocorreu com a valva pulmonar,
sendo que 57 % dos animais que insuficiéncia no dia O deixaram de apresenta-la no dia +360.
Assim como a eliminacdo dos parasitos melhorou o desempenho das valvas, sugerindo que
ocorreu reducéo da pressao dentro das cavidades direitas do coracéo.

Como a maioria das avaliacBes cardiacas (TAPSE, IDAP, E/A, Et/At, Silhueta
cardiaca) realizadas no dia 0 foram semelhantes as avali¢des do dia da soroconversao, pode-se
sugerir que a eliminacdo dos parasitos adultos pela associacdo de moxidectina de liberacdo
lenta com doxiciclina ndo repercutiu negativamente. Ao contrario, observou-se que a funcéao
ventricular direita melhorou (FAC e onda S).

Em resumo, pode-se dizer que o tratamento a base de moxidectina de liberacdo lenta
injetavel formulada para administracdo anual quando aplicada duas vezes no ano (dobro da
dose recomendada na bula) associada a doxiciclina foi eficaz de eliminar os parasitos adultos
da maioria dos animais tratados (15/17) em até 360 dias, sem ocasionar comprometimentos
cardiopulmonares ou aqueles avaliados pelos exames de sangue. Vale ressaltar que dentre os
animais incluidos havia variacdo de tamanho desde miniatura pinscher até labrador Retriever
e que todos se beneficiaram do tratamento instituido.
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5 CONCLUSOES

O tratamento de cdes naturalmente infectados por Dirofilaria immitis com moxidectina
de liberagdo lenta injetavel formulada para administracdo anual aplicada duas vezes no ano
(dobro da dose recomendada na bula) associada a doxiciclina permitiu concluir que:

1. A utilizacdo off label de moxidectina de liberacdo lenta utilizada foi bem tolerada pelos
cées, sem ocasionar efeitos colaterais;

2. O tratamento reduziu a possibilidade de transmissdo de microfilarias resistentes as
lactonas macrociclicas;

3. O tratamento foi eficaz na eliminacdo de parasitos adultos na maioria dos animais (15/17)
em, N0 maximo, um ano;

4. A morte dos parasitos ndo ocasionou reagdes adversas graves;

5. O protocolo de tratamento proposto é uma alternativa para o tratamento de infeccGes por
D. immitis.
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ANEXOS

Anexo A. Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais

UFRRJ Comisséo de Etica no CE'E

Universidade Federal Rural L.PSD de A"m:'a!s‘
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  |J /S A

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada *EFICACIA DA ASSOCIACAD MOXIDECTINA DE LIBERACAD LENTA (ProHeart®SR-12) +
DOXICICLINA NO TRATAMENTO DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM Dircfilaria immitis (Leidy, 1856)°, protoecolada sob o
CEUA n? 3341050617, sob a responsabilidade de Jonimar Pereira Paiva e equipe; Norma Vollmer Labarthe, Flavya Mendes de
Almeida; Bruno Ricardo Soares Alberigi da Silva; Ana Carolina Mota Rodrigues; Mariana Cazaux Pinho, Alexandre joss Rodrigues
Bendas - gue envolve a producdo, manutencio efou utilizagdo de animais pertencentes ao filke Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem}), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - st de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com
o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Contraole da
Experimentacio Animal {CONCEA), & foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de [aneiro (CEUAJUFRR)) na reunido de 1300972017,

We certify that the proposal "EFFICACY OF ASSOCIATION MOXIDECTIN OF SLOW RELEASE (ProHeart® SR-12) + DOXYCYCLINE IN
THE TREATMENT OF DOGS MATURALLY INFECTED WITH Dirofilaria immitis (Leidy, 1856)%, utilizing 40 Dogs (males and females),
pratecol number CEUA 3341050617, under the responsibility of Jonimar Pereira Paiva and team; Norma Volimer Labarthe;
Flavya Mendes de Almeida; Bruno Ricardo Soares Alberigi da Silva; Ana Carolina Mota Rodrigues; Mariana Cazaux Pinho; Alexandre
Jose Rodrigues Bendas - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings). for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Coundil for Contral of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approwved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal
University of Rio de Janeira (CEUAMUFRR]) in the meeting of 09/13/2017.

Finalidade da Propasta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 0872017 a 0B/2021 Area: Medicing £ Cirurgia Vetsrindria
Origem: Animais de proprietarios

Espécie: Caes sexn! Machos e Fémeas idade: 1a10anos N: 40
Linhagem: Diversas ragas Peso:  1a60kg

Local do experimenta: Os exames clinicos, de ecodopplercardiograma, ultrassonografia, radiografias tordcicas e andlises das
amostras de sangue serdo realizados no Instituto de especialidades em Medicina Veteringria (IEMEV]), localizado na Aua dezenove
de fewereiro, 65 - Botafogo - Rio de Janeiro - R).

Seropédica, 13 de sebembro de 2017

Fokio B Scot /_.53. =

Prof. Dr. Fabio Barbowr Scott Prof. Or. Jonimar Pereira Faiva
Coordenador da Comissio de Etica no Use de Animais Vice-Coordenador da Comissio de Etica no Use de Animais
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janein
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Anexo B. Consentimento livre e esclarecido dos responsaveis pelos animais

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS RESPONSAVEIS PELOS
ANIMAIS AUTORIZACAQO

Eu, ,
responsavel

pelo(s) animal(is) abaixo discriminado(s):

Nome(s) do(s) animal(s):(1) n° do animal:
(2) n® do animal:
3) n° do animal:
4) n° do animal:

autorizo a sua participagao na pesquisa EFICACIA DA ASSOCIACAO MOXIDECTINA
DE LI~BERAQAO LENTA (ProHeart®SR-12) + DOXICICLINA NO TRATAMENTO
DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM Dirofilaria immitis (Leidy, 1856)

Sei que haverd amostra (s) de sangue e urina coletadas, sendo realizados os exames
ecocardiografico, ultrassonografia abdominal, radiografia tordcica e periodicamente
submetidos ao tratamento da dirofilariose canina utilizando-se a associagdo moxidectina +
doxiciclina e estou ciente dos procedimentos necessarios. Sei também que o produto a base
de moxidectina sera aplicado a intervalos menores do que a recomendacdo da bula.
Endereco:

Telefone:

Rio de Janeiro, , de de . Hora:
Sei que posso retirar meu animal do estudo a qualquer momento, independentemente
de qualquer situacéo.

Assinatura Responsavel pelo(s) animal(is)

Assinatura do Responsavel pelo estudo
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Anexo C. Ficha de identificacdo do paciente e dos dados do exame clinico

Ficha de captura de dados referentes aos animais

“Avaliagic cardiormespiratoria e hematologica de cies [(Canis familiaris
Linnaeuws, 1758} naturalmente infectado por Direfilaria immitis (Leidy, 1856)
submetidos ao tratamento com doxiciclina associada a moxidectina”

Animal

Nome: Raga: Idade

Sexo: [ )Macho { )Fémea Estado reprodutive ( ) Castrado ( ) Infeito
Peso:

Felagem:

Eesponsavel
Nome:

ANIMAL

Data

Dia

Enderego:

Telefome:

Historico

EXAME CLINICO

Comtactamtes: { Mo ( )5im{Quantos? { ) Caes { ) Gatos)
Atividade: [ ) Atho [ }Sedensario

Doenca Cromica: { ) 5im (I Nao

Qaal Tenpo de dizgndstico:

Historico / Anammnese Cardiovascular
Tosse: { 1Nao { ) Sim

Tmicio: Ewvolugio: Frequéncia’ momento

Dispneia ao Repouse: [ J15m { M

Ciamose: [ ) 5m [ ) Nio

Simcope: { )5S { N30 / Convukde: [ ) Sm [ )Nio
Doenga Familiar: {  Jsimi Mo ( ) MNiosabe Qual

EXAME FISICO

FR: opm

Mucosas: | Mormocoradss (  (Hipocorsdas | pCongestas |  JIctéricas ( pCianoticas
Palpacio Abdominal: ( ) Semaleracio { ) Alerado:
Ansculta Cardiaca:

Flifrna:

Sopro:{ ) Nio { )Sim Foco: Gran: VI

( ) Bnxbo Normal
( )Emide Anmentado @ { ) Inspiratorio | ) Expirstorio
( ) Emido Descontimo: ( ) Fmo () Aspero
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Anexo D - IndicagbGes, dosagem e administracdo da moxidectina de liberacdo lenta
(Proheart®-SR12) segundo a bula.

INDICACOES
ProHeart® SR-12 é indicado para uso em caes com idade igual ou superior a 6 meses (24 semanas), para a prevencao anual da enfermidade
causada pelo verme do coracao (Dirofilaria immitis), conhedda como Dirofilariose.

ProHeart® 5R-12 também ¢ indicado para o tratamento de infeccdes existentes de Ancylostoma caninum, nos estagios larval e adulto.
Em caes com idade superior a 6 meses, a aplicacio de ProHeart® SR-12 na dosagem recomendada pode conferir protecao confra novas
infeccoes pelo Ancylostoma caninum por periodos de até 4 meses.

DOSAGEM E ADMINISTRACAOQ

Dose: ProHeart® SR-12 deve ser administrade por via subcutanea no lado direito ou esquerdo da regiao cervical do animal, cranial 3
escapula, seguindo as normas usuais de anti-sepsia, na dose de 0,05 mL da suspensao reconstituida por kg de peso corporal (1 mL para
cada 20 kg de peso corporal). Esta quantidade de suspensio ira fornecer 0,5 mg de Moxidectina’kg de peso corporal. Para assegurar uma
administracdo precisa, calcular cada dose baseada no peso do cdo no momento da aplicacio. Nao aumentar a dose para filhotes em
crescimento, antecipando seu peso esperado quando adulto. Nae administrar mais de 3 mL num unico local, ou seja, para cdes
com mais de 60 kg deve-se considerar mais de um local de aplicagao. Recomenda-se registrar na ficha do cao o local exato de cada
aplicacao, alternando com outros locais em futuras aplicagoes. O quadro abaixo pode ser usado como guia.

QUADRO DE DOSES
Pesodo cao Dose Volume Peso do cao Dose Volume

kg mL/cao kg mL/cao

1 0,05 35 1,75

5 0,25 40 2,00

10 0,50 45 2,25

15 0,75 50 2,50
20 1,00 55 275
25 1,25 60 3,00
30 150 65 3,25

(Caes acima de 65 kg devem receber 0,25 mL a cada 5 kg adicionais de peso corporal.
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Anexo E. Apresentacdo de trabalho cientifico em forma de banner, na VV Semana da pos
graduacdo de medicina veterinaria da UFRRJ, com dados obtidos na fase de inclusdo do

estudo

L RURA,

> urrey ©

> AVALIAGAO ECOCARDIOGRAFICA VENTRICULAR DIREITA DE CAES NATURALMENTE
3 INFECTADOS POR Dirofilaria immits (Leydi, 1856)

TALBERIGI, Bruno Ricardo Soares; ABEN ATHAR, 'Carolina do Valle; 2LEMOS, Nathalia Marques de Oliveira; > LABARTHE,

Norma Vollmer; % PAIVA, Jonimar Pereira.
1 Aluno de doutorado, Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria, UFRRJ, bolsista CAPES; ? Residente do Hospital Veterinario, @
UFRRJ; ? Professora, PPGBIOS FIOCRUZ; * Professor adjunto do Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, UFRRJ CAPES

Palavras chave: Dirofilariose; ecocardiograma; ventriculo direito.

Ao longo dos anos, mais aten¢do vem sendo dada a avaliagdo da funcdo ventricular direita
por meio da andlise ecodopplercardiogréfica &7# Nesse cendrio comegou a se ter uma
maior compreensdo da fisiopatogenia das doengas que comprometem a fungdo do
ventriculo direito (VD) como por exemplo a dirofilariose’ , que é uma doenga reemergente,
causada pelo nematdédeo Dirofilaria immits, que tem como habitat a artéria tronco
pulmonar e as camaras direitas do coragdo® podendo causar sintomas secundarios a
insuficiéncia cardiaca congestiva direita como: tosse, cianose, ascite, hipertensdo
pulmonar, sincopes e até mesmo 6bito®. O ecodopplercardiograma é um exame eficaz para
avaliacdo da morfologia e fun¢do miocérdica, sendo possivel por meio dele avaliar a
consequéncia de doengas cardiacas, assim como permitir que seja feita uma escolha
terapéutica mais adequada para os pacientes e acompanhamento do desempenho
miocardio diante a terapia instituido®. Objetivou-se com o presente trabalho, determinar as
alteragdes ecocardiograficas no VD em cdes naturalmente infectados por D. immits.

E METODOS

DIAGNOSTICO

CEUA/ UFRRJ DZZ_ Caes Snap 4DX Plus (¥
3341050617 . immits Test, IDEXX® |
. 2o x ANALISE ESTATISTICA
FATORES DE Sem tratamento prévio para a afecgdo :
INCLUSAO ; fs
* Sem doengas cardiacas pré-existentes « Estatistica descritive

* Teste de Qui-quadrado
* Mesmo operador

ECODOPPLERCARDIOGRAMA | * Contengéo (tutor + membro treinado da equipe)

« Aparelho . * Esaote MyLab 30VetGold®
« Transdutores setoriais

DISCUSSAO

Em 31,8% dos animais foi possivel a identificagdo de parasitos de D. immits no interior da
artéria tronco pulmonar, ndo sendo em nenhum dos paciente identificados em atrio e/ou
ventriculo direito (figura 1). Apesar da sensibilidade do ecocardiograma ndo ser alta para o
diagnostico da doenga, ele pode auxiliar na identificagdo dos parasitos e de outras
alteragdes morfologicas e hemodinamicas geralmente relacionadas a quadros de
hipertensdo pulmonarS. Outras alteragdes como: aumento de &trio direito (22,7%);
insuficiéncia da valva tricuspide (27,3%) (figura 2); insuficiéncia da valva pulmonar (31,8%)
(figura 3) e aumento do ventriculo direito (4,54%) foram observados como alteragdes
secundarias a Dirofilariose. Na tabela 1 é possivel evidenciar as médias das diferentes
medidas ecocardiograficas realizadas no presente estudo.

* 1a4MHz
* 4a11MHz

Figura 1. Exame ecocardiogréfico de paciente  Figura 2. Exame ecocardiografico de paciente  Figura 3: Exame ecocardiogréfico, no
canino, no corte paraesternal transverso da  canino, no corte paraesternal apical quatro  corte  paraestenal  longitudinal
base direito evidenciando presenga de cimaras evidenciando presenga de fluxo esquerdo modificado, evidenciando
estrutura hiperecoica (seta) no artéria tronco  turbuleno no interior do 4trio direito ~ presenca de insuficiéncia de valva
pulmonar compativel com presenca de insuficiéncia da valva tricuspide (seta) em c3o  pulmonar em clo com dirofilariose.
parasito de D.immits. Fonte: Arquivo Pessoal  com dirofilariose, Fonte: Arquivo Pessoal Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 4: Estudo Doppler do fluxo transtricuspideo, figura 5: Estudo Doppler tecidual do ventriculo direito |,
evidenclando ondas E e A, e padrio ‘de fungio evidenciando invergio das ondas €' e A" indicando disfungio
diastélica aparentemente normal diastélica do VD.

Em 8,8% do casos, foi observado a presenga de disfungdo diastélica do VD (figura 4).
Entretanto, na avaliagdo pelo Doppler tecidual a disfungdo diastdlica desta cavidade
esteve presente em 77,3% do casos (figura 5). Este achado sugere que a avaliacdo pelo
Doppler tecidual pode ser mais fidedigna que a analise da fungdo diastdlica pelo fluxo
transtricuspideo (p= 0.003), que acaba evidenciando neste animais um padrdo pseudo
normal.

Tabela 1. Variaveis e valores médios das medidas ecocardiogréficas da fungdo
ventricular direita de c3es naturalmente infectados por D.immits

1DAP 15 49,54%17,11 80
TAPSE:AQ 317 6,08£1,71 9,52
FAC 25 57,81£12,30 79
ONDA S 115 21,3617,84 40,9
E/A 0,01 0,8410,41 18
E/A 0,62 1,1910,28 17

IDAP= indice de distendibilidade do ramo direito da artéria pulmonar; TAPSE:AO = Relagdo do
deslocamento do anel da valva triciispide com a aorta; FAC=variagio fracional da drea do
ventriculo direito; E'/A"- avaliagio da fungio diastélica do ventriculo direito pelo Doppler tecidual;
E/A - avaliago pelo Doppler pulsado do fluxo transtricuspideo

[ CONCIOSKO

O presente trabalho nos permite concluir que mesmo que a pressdo pulmonar estimada
ndo possa ser mensurada, outras medidas ecocardiogréficas podem ser realizadas para
identificacdo de disfungdes no ventriculo direito. Nesse cenario a disfungao diastélica do
ventriculo direito, mesmo que discreta, foi a alteragdo ecocardiografica mais frequente
nos cdes portadores de dirofilariose. Este achado demonstra que mais atenc¢do deve ser
dada a funcdo diastélica do VD e no seu correto reconhecimento, uma vez que mesmo
que a fungdo sistdlica esteja preservada, ndo significa que ndo esteja ocorrendo
repercussdes hemodinamicas.

Agradecimentos: O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001. Autor principal bolsista FAPERJ.
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Camne Heartwnrm Trentment Usmg a Cumhmatlnn of ProHeart@ SR-12
(injectable moxidectin) and Oral Doxycycline
Alberigi B.*; Femandes, J.1%; Paiva, ] P°;: Mendes-de-Almeida®, F; Batalha*, FE ; Merlo, A* ; Labarthe, N,
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Dogs mfected with Dirgfilaria imowitiz may develop a Life-
threatening disease affecting the heart and hngs. Treatment should
focus on the elmination of the adult worms as soon as possible
after diaznosis of mfection. as this will ounmuize side effects from
killmz of the wormes. ProHeart® SE-12 15 approved n Anstralia,
Japan and some Lafm Amencan countries for the prevention of
heartworm disease for 12 months wia a smgle subcutanecus
imjection. The amm of this study was to evaluate safety and efficacy
of the biannual treatment with slow release moadectin (ProHeart®
SE-12) associated with 30 days cyeles of doxyeyclne (Doxfin™).

Material and Methods

After obtaining owners consent, 16 natwally infected dogs were
confimmed positive for adult heartworm antigen (SMAP 4D Plus).
Diozs were then admimsterad ProHeart® SE-12 (0.5 mgkg) at the
same tme as they started daly admmistration of dexyeycline (10
mgkg BID) for 30 days. All dogs recerved the same dosing
schedule of both drugs every & months unhl two negative adult
heartworm antigen tests were obtained 6 months apart (Figure 1},
[ 16 nutiraBy infecied degn ]
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Figure 1. Procedures parformed throughout the trestment of neturely Dircgfiora immitis
infected dogs with ProHeart® 5A-12 and Dospoycine.

At day 0, the majority (87.2%) of the animals were ouerofilavenne
(1416) and the mean pucrofilanze concenfration was
21.782mffml. At 30 days of treatment the mean concenfration
was reduced to 3.15] mf' ml (Figare 2) and om day 130 all
ammals were amicrofilaremic.

i

Figure 2. Microfilanis oounts before trestment and 30 days after
trestmant with ProHeart® SR-12 snd dosyoycline.
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Figure 3. Numiber of days nesded for heartworm antigen pasitive cogs reated with
ProHesrt™ SR-12 + dowycycline bi o baome hearbaorm antigen negth

Meost of the heartwonm antigen posifive dogs became heartworm
anfigen negative m 180 days (11/16) and the remaming dogs
(3/16) became heartworm antgen negative m 360 days (Fizwe
3). All arumals that seroconverted o anfigen negztive manfamed
thewr serological status six months later.

There was improvement of hing pattern in 65% of the animals
(11718} and no worsenmg of the remammng dogs (Fizure 4). The
clnical status of the dogs improved (75% - 12/16) or remamed
unchanged during the treatment (25% - 4/16).

Frzure 4. tThmancmdngq:htﬂqﬂmuinn:gmudd:ﬁnmdmnﬁmo{

¢ pamanchyma, moeaed vascular pattern, presence of incwased cabiber of |
a‘nhlhbm'puhnmmj’ {wrhite arporwr). Increass: of madn pelmomary artery (yellow
arrow) and right atrial enlarpersent (blue mrow’). B. Thomscic Xo-ray of the same aninsal
380 days of treatment, with insprovement in the diffese densification of the pulmsenary
paranchyma, rednction of calibar of the candal Jobar pelmomary arfery (wis arow),
altheugh the right atrem and pelmonary ek wers not altered .

According to the resulis 1t can be conchided that the treatment
of camne heartworm using ProHeart™ SR-12 and doxycycline
brannually was safe and efficacious and that thes protocol 15 a
valid altemnatrve when the standard adultieidal treatment can not
be used due to the patient’s climcal conditions or In countries
where melarsomme dibydrochlonde is unavalable.

Anexo G. Apresentacdo de trabalho cientifico em forma de banner, no 27th Conference of the
World Association for the Advacementes of Veterinary Parasitology (WAAVP-2019).
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